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RESUME 
Lors de travaux, la mise en suspension des spores d’Aspergillus constitue un facteur de 
risque reconnu dans le développement d’une aspergillose invasive. Durant l’année 2015, un 
pavillon de 6000 m2 (60 lits) de notre établissement a été entièrement déconstruit. L’objectif 
principal de cette étude a été d’évaluer l’association entre la concentration des spores 
d’Aspergillus fumigatus (AF) dans l’environnement extérieur et intérieur des pavillons, mais 
également avec la coexistence de cas cliniques, afin de proposer des recommandations 
d’amélioration (pratiques & techniques). Pour cela, durant 11 mois, une surveillance 
prospective de la contamination à Aspergillus fumigatus (AF) de l’air extérieur et intérieur par 
impaction sur gélose, mais aussi une investigation épidémiologique des patients à risque ont 
été mis en place. Au total, 3885 prélèvements d’air ont été réalisés (1744 extérieurs et 2141 
intérieurs) permettant, par calcul des ratios de contamination (extérieurs vs intérieurs), de 
confirmer une efficacité des mesures de précautions pour réduire l’aérocontamination. Des 
prélèvements extérieurs continus des spores d’Aspergillacées (spore/m3/jour) ont également 
été réalisés par un capteur Hirst. Ce capteur, mais aussi le suivi des conditions 
météorologiques se sont révélés être des systèmes d’alerte utiles pour prévenir les pics de 
contamination. Enfin, 394 (383 environnementaux, 11 cliniques) isolats d’AF sensibles aux 
antifongiques ont été génotypés (MLVA). L’analyse des génotypes a montré 7 génotypes 
similaires entre des isolats d’AF cliniques et environnementaux confirmant un rôle de 
l’environnement hospitalier dans l’infection ou la colonisation des patients 
 
Mots clefs : A. fumigatus, surveillance environnementale, risque infectieux, aspergillose, 
génotypage, antifongiques, Aspergillus spp. 
 
 
 
  
ABSTRACT 
Invasive aspergillosis (IA) due to Aspergillus has been associated with building 
construction, which may increase spores emission nearby immunocompromised patients. In 
2015, one blocks of 6,000 m2 (60 beds) form our hospital has been entirely demolished. The 
aim of this study was to evaluate possible association between concentration of A. fumigatus 
(AF) spores in the outdoor and indoor environment and also with the clinical cases in order to 
propose some improvements in actuals methods and practices. A daily surveillance of fungal 
contamination was implemented during 11-months. Environmental survey was realized by air 
samplings, outdoor and indoor, with an automatic agar sampler. In parallel, surveillance of IA 
infection cases was conducted by epidemiological investigation. A total of 3885 air samples 
(1744 outdoor samples and 2141 indoor samples) were collected, allowing calculation of 
ratios (outdoor vs indoor) to confirm efficacy of preventives measures applied to reduce 
indoor aerocontamination. Outdoor continuous sampling of Aspergillaceae spores 
(spore/m3/day) was also realized by a Hirst collector. This collector was useful as alarm 
system to detect contamination peaks. Similarly, monitoring of meteorological parameters 
seems to be an interesting tool, to prevent Aspergillus peaks. Finally, 394 isolates of AF, 
susceptible to antifungals (383 environmental and 11 clinical isolates) were genotyped using 
MLVA. Analysis of genotypes showed 7 similar genotypes shared by environmental and 
clinical isolates, suggesting that clinical colonization and/or infection may originate from the 
hospital environment. 
 
Key words: A. fumigatus, environmental survey, infectious risk, aspergillosis, genotyping, 
antifungals, Aspergillus spp. 
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CONTEXTE DU PROJET 
  
CONTEXTE DU PROJET 
Contexte 
 Ce projet a été réalisé au sein du groupement hospitalier Centre (GHC), situé à Lyon, à 
l’Est de la ville sur un terrain de 15,5 ha formant un îlot urbain. L’hôpital Edouard Herriot 
(HEH) a été inauguré le 12 mars 1933. Sa conception sous forme pavillonnaire a été soutenue 
dès les années 1909 par le maire de Lyon de l’époque, Edouard Herriot. Cette tendance 
architecturale est fondée sur les découvertes de Pasteur concernant l’origine microbienne des 
infections et sur les principes hygiénistes recommandant la construction de pavillons séparés, 
ensoleillés et bien aérés. C’est l’architecte Tony Garnier qui a réalisé cet hôpital qui 
représente son œuvre la plus aboutie où partie architecturale et partie urbanistique se 
complètent pour former la « cité-jardin » des malades.  
 
 L’hôpital se compose de 32 pavillons couvrant 5 ha. Au total, 22 pavillons accueillent 
des activités médicales faisant de ce centre le premier pôle d’hospitalisation des HCL 
(Hospices Civils de Lyon) et de prise en charge des urgences de la région Rhône-Alpes. C’est 
dans ce cadre, que dans les années 2000, un plan de restructuration générale des HCL a été 
établi afin de permettre la modernisation de HEH. Le projet s’étale sur 10 ans et se compose 
de deux parties.  
La première partie est en cours de réalisation et consiste à rassembler les services 
d’urgences, de réanimations et soins continus, les blocs opératoires et les services techniques 
tels que l’imagerie interventionnelle dans un seul et même bâtiment (Figure 1 A & B). Cette 
réorganisation du plateau technique est prévue dans le bâtiment en cours de construction, dont 
la livraison est prévue fin de l’année 2017 selon le calendrier prévisionnel (Figure 2, Figure 
3). Ce bâtiment est construit à l’emplacement de l’ancien pavillon H qui a été entièrement 
déconstruit durant l’année 2015. La surveillance des travaux de déconstruction de ce pavillon 
d’une surface totale de 0,6 ha soit environ 12% de la surface couverte par les pavillons 
hospitalier a fait l’objet de cette thèse.  
 La deuxième partie des travaux de modernisations, prévus après 2019 consistera à la 
construction d’autres nouveaux bâtiments. 
  
 
 
 
 
Figure 1. Plan de la première étape de modernisation du GHEH  
A) Etat des lieux avant travaux et déconstruction du pavillon H, B) après travaux et reconstruction du nouveau pavillon.
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Les travaux de déconstruction du pavillon H se sont étendus entre janvier 2015 et décembre 
2015 et peuvent être répartis en 3 périodes:  
x La période de travaux (A), entre janvier et fin juin 2015, correspond au curage, 
désamiantage et déplombage du pavillon. 
x La période de travaux (B), de déconstruction des étages du pavillon en juillet et août 
2015. 
x La période de travaux (C), d’excavation et terrassement réalisé entre septembre et 
décembre 2015.  
Fin décembre 2015, la dalle de béton a été coulée afin de laisser place à la construction du 
nouveau bâtiment. La Figure 4 illustre chacune des phases de travaux décrites ci-dessus. 
Dans ce contexte, la prévision de la démolition d’un pavillon à l’hôpital a entraîné la 
mise en place de mesures de surveillance environnementale et épidémiologique des patients à 
risques de développer une aspergillose invasive (AI). Lors de l’établissement de ces 
surveillances, une attention particulière a été portée aux différentes études réalisées autour de 
Lyon, lors de travaux à l’hôpital. Les données de 4 études françaises réalisées cette dernière 
décennie autour de Lyon sont présentées dans le Tableau 1. Ces études montrent une certaine 
hétérogénéité au niveau de la méthodologie des prélèvements environnementaux et de leur 
analyse microbiologique (Méheust et al., 2014). 
De plus, dans les années 80, une étude rétrospective épidémiologique de 30 mois 
conduite à l’hôpital Edouard Herriot dans un contexte de travaux de rénovation, du service 
d’hématologie a répertoriée 22 cas d’AI dont 18 décès pour lesquels le lien direct entre décès 
et AI pouvait être évoqué mais aucune conclusion définitive n’a pu être établie (Perraud et al., 
1987). De même, une étude quasi-expérimentale réalisée entre 2005 et 2006 a évaluée 
l’incidence des AI suite à la relocalisation d’un service de soins intensifs d’hématologie 
(Bénet et al., 2007). Ces études ont mis l’accent sur l’importance de la surveillance des 
facteurs environnementaux dans la prévention des AI.  
Ainsi, lors de la mise en place de cette étude, un protocole de surveillance 
environnementale et clinique, basé sur les recommandations actuelles a été développer pour 
fournir de nouvelles données sur la dispersion d’A. fumigatus et possiblement trouver des 
pistes d’amélioration des recommandations françaises existantes. 
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INTRODUCTION 
  
INFECTION NOSOCOMIALE 
I) Définition infection nosocomiale 
 En France, la définition consensuelle et générale adoptée par l’Institut de Veille 
Sanitaire (InVS) d’une infection nosocomiale (IN) est une infection associée aux soins (IAS) 
contractée dans un établissement de santé (ES) (Alfandari et al., 2012). Cette infection est dite 
nosocomiale si elle est acquise à l’hôpital, au cours ou au décours d’une hospitalisation. Cette 
infection est donc absente lors de l’admission à l’hôpital et un délai de 48 heures minimum 
après l’admission est communément accepté pour distinguer une infection nosocomiale d’une 
infection acquise en dehors de l’hôpital. Ce délai varie en fonction du site de l’infection et de 
la durée d’incubation.  
II) Prévalence des infections nosocomiales en France  
 Suite à l’initiative institutionnelle mise en place par la circulaire ministérielle de 1973, 
le décret de 1988 (décret n° 88 – 657 du 6 mai 1988), a permis la création des Comité de 
Lutte contre les Infections Nosocomiales (CLIN) dans les établissements de santé (ES) 
publics ou privé. Le CLIN est chargé de la surveillance et de l’organisation de la lutte contre 
les IN. Il est coordonné par le Centre inter-régional de coordination de la lutte contre les 
infections nosocomiales et associées aux soins (CCLIN) et s’articule avec différents réseaux 
de surveillance inter-établissements comme le réseau Raisin. L’un des outils de surveillance 
des IN est l’enquête de prévalence qui permet de mesurer la fréquence des IN dans une 
population à un moment donné. La dernière enquête de prévalence (dont les données sont 
publiques) réalisée en 2012 a montré une prévalence de 5,10% de patients. Parmi les 12 581 
micro-organismes isolés d’IN, les entérobactéries étaient les plus fréquemment retrouvées 
(45,4%) avec une prévalence de patients infectés de 1,9%. De manière générale, la prévalence 
des IN associée à une bactériémie était de 0,5%. Les champignons-levures (3,7%) et les virus 
(0,4%) comptaient quant à eux pour une prévalence de patients  infectés de respectivement 
0,1% et <0,1%. 
III) Le risque infectieux environnemental fongique 
En ES le risque infectieux fongique peut être défini par la probabilité d’acquérir une 
infection fongique à l’issu de l’exposition de l’hôte à un champignon. Ce risque dépend du 
micro-organisme et de sa virulence, de l’inoculum, de l’environnement mais également de 
l’état de santé de l’hôte. Lors de l’enquête de prévalence de 2012, les champignons et levures 
représentaient une prévalence des IN associées de 0,2%. Elles sont la cause directe d’environ 
4 000 décès chaque année et entraînent un surcoût financier, essentiellement dû à 
l’accroissement de la durée des séjours due au vieillissement de la population et des 
traitements (Menzin et al., 2009). Les champignons du type Aspergillus peuvent être 
responsables d’infections fongiques invasives (AI).  
  
ASPERGILLUS - A.FUMIGATUS 
I) Champignons du genre Aspergillus - A.fumigatus 
1) -Historique 
 Les moisissures du genre Aspergillus ont été décrites pour la première fois par Pier 
Antonio Micheli en 1729 (Micheli, 1729). Le premier cas d’infection à Aspergillus spp. chez 
l’homme a été diagnostiqué en 1791 par le médecin Plaignaud (Baker et al., 2007). C’est en 
1926 que Thom et Church ont décrit pour la première fois la diversité des espèces du genre 
Aspergillus. Depuis, plus de 182 espèces ont pu être décrites (Pitt, 1994). Parmi celles-ci, 
Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) est l’espèce pathogène majoritairement responsable des 
infections fongiques aspergillaires chez l’Homme et l’animal et a été décrite pour la première 
fois en 1863 par Fresenius (Smith, 1989) (Fresenius, 1850). 
2) -Ecologie 
 L’espèce A. fumigatus appartient à la section Fumigati du genre Aspergillus, du règne 
Fungi. A. fumigatus est un champignon filamenteux saprophyte, ubiquitaire capable de se 
développer au niveau du sol, des matières organiques en décomposition mais également au 
niveau de multiples substrats comme les aliments, la poussière, les systèmes d’aération etc 
(Barrs et al., 2013). Du fait de la petite taille de ses conidies (2 à 3 μm), ses spores diffusent 
facilement dans l’environnement et peut ainsi être retrouvés dans des endroits très divers tels 
que l’eau, l’air et différentes surfaces. Ce pathogène possède une grande capacité à sporuler 
(concentration de 1/100 conidies/m3) dans l’atmosphère (Lacey, 1996) et peut donc être 
facilement remis en suspension par divers facteurs tels que certains paramètres 
météorologiques ou la présence de travaux du bâtiment (O’Gorman, 2011). 
3) -Cycle de développement 
 La reproduction d’A. fumigatus est complexe reflétant ainsi le caractère hétérogène de 
ce pathogène. La reproduction peut ainsi être asexuée, sexuée et parasexuée (Figure 5). Ce 
dernier processus parasexué représenté en violet sur la figure est cependant plus considéré 
comme une stratégie afin de générer de la diversité génétique qu’un mode de reproduction 
propre (Verweij et al., 2016). La reproduction asexuée commence par la germination d’une 
conidie qui va se développer en filament mycélien. Après extension et ramification les 
filaments mycéliens forment des conidiophores à leurs extrémités donnant ainsi des «têtes 
aspergillaires» qui produisent et libèrent des milliers de conidies. Le mode para-sexué, très 
peu développé chez A. fumigatus, commence certainement dans un tas de substrat adéquat 
comme par exemple de la matière organique en décomposition.  
 
Figure 5. Processus de reproduction et stratégies d’adaptation d’A. fumigatus  
Processus parasexuée, (bleu) : reproduction sexuée, (orange) : reproduction asexuée. (Adaptée de: Verweij et al., 2016.) 
La reproduction sexuée (bleu Figure 5) d’A. fumigatus est dite hétérothallique et requiert 2 
souches parentales avec des gènes de type «conjuguant» opposés. Ces derniers déterminent 
l’identité sexuelle. La reproduction sexuée commence par la germination d’une spore qui 
génère un mycélium hétérothallique. La fécondation, immédiatement suivie de la méiose se 
produit entre les gamètes mâles et femelles du mycélium permettant le développement de la 
structure de fructification appelée cléistothèce. Cet organe reproducteur permet le 
développement d’asques contenant généralement 8 ascospores. Une fois arrivée à maturation 
les ascospores sont libérées (O'Gorman CM, 2009).  
  
4) -Morphologie: 
x Macroscopique 
Afin d’identifier une colonie d’A. fumigatus il faut observer ses caractères phénotypiques 
tels que la taille, la texture et la couleur. Les colonies d’A. fumigatus sont extensives, à 
croissance rapide sur milieu de Sabouraud additionné d’antibiotiques (Chloramphenicol) 
(Figure 6). Après 24 à 48 heures d’incubation, on observe des colonies plates de 2 à 4 cm, 
d’aspect gazonné avec une couleur variable au recto (blanc, vert, brun sombre) et une couleur 
sombre au verso (Schmidt et al., 1997).  Les colonies d’A. fumigatus ont une croissance 
optimale à 37°C mais sont capables de survivre à des températures allant de 12°C et 65°C 
(Jensen, 1931; Boff et al., 2012). 
 
Figure 6. Aspect d’une colonie d’Aspergillus fumigatus sur milieu de Sabouraud dextrose chloramphenicol 
(Photos du laboratoire HEH) 
x Microscopique 
Au microscope, A. fumigatus se caractérise par la morphologie de ses conidiophores et 
conidies. Il possède un conidiophore d’une taille variable (20-30 μm de diamètre), court et 
lisse en forme de massue (Figure 7). Les phialides sont disposées en colonnes parallèles sur la 
partie supérieure du conidiophore. Les conidies, souvent produites en chaîne (de 6 à 8) ont un 
diamètre allant de 2 à 3 μm et une forme globuleuse, échinulée avec une pigmentation gris-
vert (Latgé, 1999).  
A. fumigatus 
 
Figure 7. Aspect microscopique des conidiophores et conidies d’Aspergillus fumigatus.  
(Photos du laboratoire, HEH) 
5) -Structure du champignon  
Aspergillus fumigatus est un champignon filamenteux opportunistique et ubiquitaire. Les 
conidies d’A. fumigatus sont inhalées et entre en interaction avec les cellules épithéliales du 
tractus respiratoire de l’hôte. Pour coloniser et/ou infecter l’hôte, les conidies doivent être 
capables d’adhérer à ces cellules épithéliales et d’y pénétrer. La paroi fongique permet 
d’interagir avec l’hôte et de conserver l’intégrité de la cellule fongique en la protégeant contre 
les menaces de son environnement. La paroi fongique est majoritairement composée d’un 
squelette de polysaccharides avec des protéines qui y transitent. Ce squelette 
polysaccharidique est une structure fibrillaire faite de galactomannanes, de β-1,3-glucanes 
ramifiés avec des chitines, de β-1,6-glucanes et α-1,3-glucanes mélangés avec des polymères 
de galactoses et de galactosaminoglycannes (Figure 8). 
 
 
 
 
 
 
Figure 8. Structure de la paroi fongique d’A. fumigatus. 
(D’après: Erwig, et al., 2016). galactosaminoglycan 
(GAG) 
  
II) Facteurs de virulence d’A. fumigatus 
 La virulence désigne la capacité d’A. fumigatus à se développer dans un organisme et 
d’y provoquer un état pathologique. De nombreuses études ont ainsi reporté le caractère 
multifactoriel et complexe de la virulence d’A. fumigatus (Abad et al., 2010; Rhodes et al., 
2006). Les gènes et molécules associés dans la virulence peuvent être classifiés en fonction de 
leur implication dans différents processus biologiques comme la biosynthèse de la paroi 
fongique, la capacité de défense contre le système immunitaire de l’hôte, la croissance et 
l’adaptation en cas de situation de stress (thermo tolérance, assimilation des nutriments, 
production de toxines…) (Figure 9 Sugui et al., 2014). Le Tableau 2 présente des exemples 
non exhaustifs de ces mécanismes de virulence.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9. Gènes de virulence chez A. fumigatus.  
(D’après: Sugui et al., 2014) 
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ASPERGILLOSE INVASIVE 
I) Pathologie 
1) -Epidémiologie 
Plusieurs voies d’entrées des spores d’A. fumigatus ont été décrites comme responsables 
d’Aspergillose Invasive (AI): les poumons, le tractus gastro-intestinal et la peau. La voie 
pulmonaire est la porte d’entrée principale des spores d’A. fumigatus responsable ainsi 
d’aspergilloses de l’appareil respiratoire (Brahm, 2009). Plusieurs pathologies peuvent être 
causées par A. fumigatus en fonction du statut immunitaire et anatomique de l’hôte mais 
également de l’environnement l’entourant (Figure 10) (Denning et al., 2014). Parmi ces 
pathologies, l’aspergillose pulmonaire invasive (API) est la forme clinique la plus sévère avec 
une létalité allant de 50 à 90% (Nicole et al., 2011). Durant les dernières décennies la 
population à risque de développer une AI a augmentée.  Aspergillus est responsable d’environ 
200 000 AI par an dans le monde (Denning et al., 2011b; Denning et al., 2013). Malgré 
traitement, le taux de mortalité des AI reste élevé : 28,5% (Bitar et al., 2014). 
Les populations à risque de développer une AI sont les patients ayant de longues 
périodes de neutropénie, qui peut être secondaires à une chimiothérapie, une granulomatose 
septique chronique, ou encore des patients ayant subi une allogreffe de cellules souches 
hématopoiétiques ou une transplantation d'organes solides (Balloy et al., 2005) (Tableau 3). 
Les principaux facteurs de risques de l'AI sont associés au degré et à la durée des périodes de 
neutropénie (Gregg et al., 2015). Mais la population à risque de développer une AI a évoluée, 
du fait de l’augmentation de l’âge de la population et de sa fragilité au cours du temps 
(pathologies sous-jacentes) entrainant l'apparition d'AI chez des patients non neutropéniques 
(Kosmidis et al., 2014; Meersseman et al., 2004). Ainsi, plusieurs études ont mis en avant 
l'apparition d'AI chez des patients sans facteurs de risques classiques, hospitalisés en unité de 
soins intensifs traités au long cours par corticothérapie ou ayant des pathologies sous-jacentes 
telles qu’une maladie pulmonaire chronique obstructive ou une cirrhose hépatique 
(Vandewoude et al., 2006, Meersseman et al., 2007). 
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Figure 10. Diagramme représentant la sévérité des principales pathologies aspergillaires en fonction du statut 
immunitaire de l’hôte. 
(Adaptée de Denning et al., 2014 ; Pirofski et al., 2008) 
2) -Symptômes et manifestations cliniques 
Les manifestations cliniques de l’AI sont larges et peuvent être présentes au niveau de 
différents scénarios cliniques (Hope et al., 2005, Herbrecht et al., 2002). L’aspergillose 
pulmonaire invasive réalise un tableau de pneumopathie aiguë infectieuse, souvent bilatérale 
et résistante aux antibiotiques. Elle est suspectée devant la persistance de la fièvre parfois 
accompagnée de signes respiratoires tels que les douleurs thoraciques localisées ou diffuses, 
de toux sèche et d’hémoptysie (Fridkin et al., 1996). 
II) Diagnostic  
 Le diagnostic complet de l’infection aspergillaire repose sur des critères biologiques, 
cliniques et d’imagerie. Il reste, de nos jours, difficile à établir du fait du caractère ubiquitaire 
de ce pathogène pouvant ainsi aisément contaminer les prélèvements et rendre leur 
interprétation compliquée. Mais également, à cause de la faible spécificité des tests et 
méthodes diagnostiques disponibles. 
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L’origine et le type de prélèvements testés jouent également un rôle important dans 
l’établissement de ce diagnostic. En effet, l’isolement d’A. fumigatus de produits biologiques 
collectés au niveau de sites stériles tels que les biopsies d’organes, le liquide céphalo-
rachidien ou d’autres sites profonds comme par exemple le liquide de lavage bronchio-
alvéolaire permettent une meilleure qualité d’investigation. 
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D’autres prélèvements collectés au niveau de sites anatomiques exposés à la 
contamination tel que la peau ou la partie respiratoire supérieure (sinus...) nécessitent une 
grande prudence dans leur interprétation. C’est pourquoi, le diagnostic précis des infections 
aspergillaires nécessite la combinaison de plusieurs examens et techniques actuellement 
disponibles en laboratoire afin d’éliminer toute contamination ou portage sans signification 
pathologique. Ces techniques présentent chacune des avantages et inconvénients en fonction 
du type d’échantillon collecté et de la population étudiée (Tableau 4). 
1) -Diagnostic –Classification des AI 
Le diagnostic des AI est basé sur des critères standardisés cliniques et 
épidémiologiques élaborés par un groupe de travail international composé de membres de 
l'EORTC (European Organization for research and Treatment of Cancer/ Invasive Fungal 
Infections Cooperative Group) et du MSG (National Institute of Allergy and Infectious 
Diseases Mycoses). Ces critères ont été publiés pour la première fois en 2002 puis reévalués 
en 2009 (Ascioglu et al., 2002, De PauW et al., 2008). Les AI sont ainsi classées en 3 
groupes : prouvée, probable et possible. Une AI prouvée se manifeste par la présence 
d’élément fongique dans un prélèvement histologique d’une lésion tissulaire ou une culture 
positive issue d’un site stérile associée avec des anomalies cliniques et radiologiques 
évoquant une infection. Une AI probable se caractérise par la présence d’un facteur de risque 
lié à l’hôte accompagné de critères cliniques évocateurs d’une infection fongique ainsi que 
d’un critère mycologique. L’AI possible est caractérisée quant à elle par la présence d’au 
moins un facteur de risque lié à l’hôte et d’un critère microbiologique ou un critère clinique 
évocateur. Cette classification prend ainsi en compte des critères d’hôtes, cliniques, 
radiologiques et des critères biologiques.  
2) -Critères cliniques  
Lors d’une suspicion d’AI (le plus fréquemment API) chez un patient, l’imagerie 
permet de mettre en évidence certains aspects évocateurs de la maladie. La radiographie 
standard n’a aucun caractère discriminant hormis le développement d’une cavitation/ 
condensation pulmonaire mais qui reste non systématisée. La tomodensitométrie thoracique 
(TDM) aussi appelée scanner thoracique est plus sensible et permet d’identifier des aspects 
évocateurs tels que le « signe du halo » et le « signe du croissant gazeux » (Sherif et al., 
2010 ; Nucci et al., 2013). Ces derniers sont des signes évocateurs mais non spécifiques. Le 
« signe du halo » est une manifestation radiologique précoce (0-5 jours) transitoire, 
correspondant à un macronodule entouré d’une aire en verre dépoli due à une zone 
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hémorragique périphérique (Marchiori, et al., 2012). L’autre signe, plus tardif (10-20 jours), 
dû à la rétraction du poumon nécrotique correspond à une image de densité aérique en forme 
de croissant en périphérie d’une condensation ou d’un nodule (Caillot, et al., 2001).  
3) -Critères mycologiques 
Le diagnostic de l’AI est également évalué par des méthodes d’examen directes et indirectes 
de l’échantillon biologique approprié (Tableau 4). 
 
 -Examen direct 
 
L’examen direct est réalisé par observation microscopique entre lame et lamelle du 
prélèvement. Les prélèvements peuvent être d’origine respiratoire comme le LBA, les 
crachats mais aussi provenir d’autres sites comme des prélèvements cutanés etc. Cet examen 
permet de détecter A. fumigatus directement au niveau des échantillons. L’aspect 
phénotypique/macroscopique du champignon (mise en culture) est également important pour 
mettre en évidence la contamination de sites stériles. L’identification est réalisée, après 
culture sur milieu spécifique, par examination des critères morphologiques des colonies 
(couleur, aspect, taille…). La culture et la microscopie restent des méthodes diagnostic d’API 
peu spécifiques avec une sensibilité d’approximativement 50% (Desoubeaux et al., 2014). 
 
-Examen indirect 
 
Cette sensibilité d’identification est augmentée (~80-90%) avec les méthodes de diagnostic 
indirectes correspondant à la recherche d’antigènes spécifiques.  
Le galactomannane (GM) est un polysaccharide de la paroi aspergillaire libéré dans la 
circulation sanguine de l’hôte au cours de la croissance du champignon, après passage de la 
barrière endothéliale correspondant à l’étape d’invasion du compartiment vasculaire par le 
champignon. Le GM est dosé dans le sérum, le LBA et le LCR à l’aide d’un test ELISA 
(enzyme-linked immunosorbent assay). L’antigénémie GM fait partie des critères diagnostics 
EORTC (De Pauw et al., 2008). Cependant, la sensitivité et sensibilité de ce test varie selon 
les études, en fonction du seuil de positivité choisi (Pfeiffer et al., 2006 ; Zou et al., 2012). De 
même, les performances diagnostiques dépendent d’une part du type de prélèvement testé et 
d’autre part, de la population étudiée. 
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D’autres tests, non inclus dans les critères diagnostics de l’API existent tels que la 
détection de β-D-glucane ou la PCR. Le β-D-glucane est également un polysaccharide de la 
paroi fongique mais n’est pas spécifique des Aspergillus. Ainsi, ce test sérologique permet de 
détecter une infection fongique invasive sans différencier si l’infection est causée par une 
levure, Pneumocystis ou un champignon filamenteux.  
 
La détection d’ADN fongique dans le LBA et sérum est aussi réalisée par PCR 
spécifiques. L’ADN d’Aspergillus est libéré dans le sérum durant la phase de croissance ou 
durant une période de lyse fongique (Morton CO, et al 2010). Plusieurs études ont évalué les 
performances diagnostiques d’AI (Mengoli et al., 2009 ; Million et al., 2005). L’apport de la 
PCR dans le diagnostic de l’AI n’est pas standardisé et de ce fait, reste très hétérogène au 
niveau des résultats, variant également selon le type d’échantillon analysé (Tableau 4). 
4) -Critères histologiques 
 L’examen histologique consiste en l’analyse microscopique d’une biopsie tissulaire. Il fait 
partie des critères diagnostics (EORTC) pour l’AI en permettant l’identification de filaments 
aspergillaires et la mise en évidence d’une infection si l’échantillon analysé provient d’un site 
stérile. Cependant, ce test reste non spécifique car il ne permet pas d’identification précise du 
genre et de l’espèce (Tableau 4). 
III) Apport des techniques de génotypage 
Plusieurs techniques de génotypage d’A. fumigatus existent. Les principales méthodes 
décrites pour étudier la diversité génétique d’A. fumigatus sont réprésentées sur la Figure 11 : 
x Random amplified polymorphic DNA (RAPD) (Guarro et al., 2005; Raclasky, 
et al., 2006) 
x Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) (Denning et al., 1990; 
Lasker, 2002 ; Semighini et al., 2001) 
x Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) (Warris. et al., 2003) 
x Microsatellites ou Short Tandem Repeats (STR's) (de Valk et al., 2005; 
Balajee et al., 2008) 
x Multilocus Sequence Typing (MLST) (Guinea et al., 2011; Bain et al., 2007) 
Depuis l’accès à la séquence entière du génome d’A. fumigatus de nombreuses 
techniques basées sur de nouvelles cibles comme par exemple les protéines de surfaces sont à 
l’épreuve afin d’essayer de combiner tous les aspects: une forte reproductibilité, un fort 
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pouvoir discriminant et surtout une technique peu chère et facile à mettre en place (Nierman, 
et al., 2005 ; Garcia-Rubio et al., 2016). Récemment des méthodes de génotypage étudiant le 
nombre de répétitions après amplification par PCR de séquences d’ADN de gènes codant pour 
des protéines de surfaces se sont également développées. On retrouve ainsi la méthode Cell 
surface protein typing (CSPT) qui étudie la protéine de surface Afu3g08990 (Gao et al., 2013; 
Balajee et al., 2007) et la méthode Tandem Repeats located within Exons of Surface Protein 
(TRESP) basée sur les exons de protéines de surface: protéine A, protéine antigène 
galactomannane MP-2 et une protéine hypothétique comportant un domaine CFEM (domaine 
comprenant 8 cystéines) (Garcia-Rubio et al., 2016). Ces techniques sont à ce jour, toujours 
en développement. 
 
Plusieurs études ont déjà comparé les différentes méthodes de génotypage entres elles 
(de VAlk et al., 2007, Vanhee et al., 2009). Les résultats montrent que les méthodes RAPD, 
AFL et RFLP ont une mauvaise reproductibilité et portabilité inter-laboratoires. La MLST 
montre une meilleure reproductibilité mais est quant a elle peu discriminante. Au final, 
actuellement les méthodes utilisant des Short Tandem repeat (ST) semblent être les méthodes 
de référence. La technique Multiple Locus Variable-Number Tandem-Repeats (MLVA) est 
basée sur l’étude de séquences répétées (6 à 100 pb) en tandem et dénommées VNTR 
(Variable Number Tandem Repeat). Cette méthode a montré un fort pouvoir discriminant et 
une bonne reproductibilité (Thierry et al., 2010).  
Le typage des isolats d’A. fumigatus est également un outil épidémiologique essentiel pour 
l’investigation des épidémies d’AI en milieu hospitalier. Il permet de prouver un lien entre des 
isolats cliniques et environnementaux d’A. fumigatus (Guinea et al., 2011). 
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TRAITEMENT DE L’ASPERGILLOSE INVASIVE 
I) Les antifongiques 
1) -Historique 
Les antifongiques sont des agents responsables de la destruction ou de l’inhibition des 
champignons (Jampilek, 2016). Introduit dans les années 1950, l’amphotéricine B (AMB) a 
longtemps été considérée comme un traitement de référence contre les infections fongiques 
invasives. Puis dans les années 1970, la fluocytosine a été introduite, mais son émergence a 
été rapidement limitée par sa toxicité, son spectre d’activité limité et le développement 
fréquent de résistance lors de son utilisation en monothérapie. Il a laissé place aux premières 
générations d’antifongiques azolés dans les années 1990. La seconde génération 
d’antifongique azolés est apparue dans les années 2000 (Nett et al., 2015). Durant cette même 
période, les antifongiques de type échinocandines, présentant peu d’interactions 
médicamenteuses et un bon profil de tolérance trouvent alors une place dans l’arsenal 
thérapeutique (Pilmis et al., 2013). Dès les années 1990, les antifongiques triazolés par voie 
systémique sont devenus le premier choix de traitement dans le management et la prophylaxie 
des infections fongiques invasives. 
L’arsenal thérapeutique actuel du traitement systémique d’AI comporte les polyènes, les 
azolés, les échinochandines et les pyrimidines. 
2) -Les polyènes 
L’AMB est un antifongique de la famille des polyènes macrocycliques extrait de 
Streptomyces nodosus. Ceux sont des molécules organiques amphotères qui possèdent une 
grande affinité pour les stérols. Ils se fixent sur des stérols de la membrane cellulaire 
fongique, la rendant perméable et provoquant ainsi sa lyse par déplétion en potassium et 
entrée de sodium (Valiante et al., 2015) (Figure 12 A). Bien que son spectre d’action soit 
large, son administration s’accompagne d’effets indésirables et de toxicité parfois importants.  
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Figure 12. Représentation schématique des cibles des antifongiques  
(A) AMB, (B) voriconazole (VCZ) et (C) caspofungine. (Adaptée de : Valiante et al., 2015) 
3) -Les pyrimidines 
La Fluocytosine ou 5-fluorocytosine est une base analogue de la cytosine, une base 
nucléique pyrimidine dont l’activité repose sur ses métabolites. Cet antifongique synthétique 
pénètre dans la cellule fongique par l’intermédiaire de transporteurs transmembranaires 
(cytosines perméases ou des transporteurs pyrimidines…) puis est métabolisé et permet soit 
d’inhiber la synthèse cellulaire d’ADN par son action sur la thymidilate synthétase, soit le 
blocage de la synthèse protéique par son intégration à l’ARN (Vermes et al., 2000). La 
résistance intrinsèque à la fluocytosine existe chez certains champignons (surtout Candida et 
Cryptococcus) mais reste faible chez Aspergillus. Cependant, la résistance acquise 
secondairement à un traitement par la fluocytosine se développe de manière très rapide 
forçant les cliniciens à utiliser cet antifongique en combinaison avec d’autres antifongiques, 
en particulier avec l’AMB (Hospenthal et al., 1998; Kanafani et al., 2008). 
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4) -Les antifongiques azolés 
Depuis des années 1990, les antifongiques azolés sont de loin les plus utilisés en 
clinique. Il existe deux catégories d’antifongiques azolés les imidazolés et les triazolés. Ces 
antifongiques ont pour cible un constituant de la membrane cellulaire fongique : l’ergostérol 
synthétisé par le lanostérol par le biais de l’enzyme 14-alpha deméthylase (ERG11). Cette 
enzyme est codée par le gène CYP51A. L’accumulation de lanostérol et le manque 
d’ergostérol dans la cellule aboutit à une forte toxicité et conduit à la lyse de la cellule (Figure 
12 B). 
Les antifongiques imidazolés sont peu utilisés en thérapeutique pour le traitement des 
infections invasives du fait de leur spectre d’activité large mais aussi du fait de leur toxicité et 
interactions médicamenteuses consécutives importantes. Les premiers triazolés qui ont fait 
leur apparition sont des azolés de première génération : le Fluconazole et l’Itraconazole 
(ITZ) ; ce dernier a été le premier antifongique par voie orale administré dans le traitement 
des AI et reste encore aujourd’hui communément utilisé pour le traitement des aspergilloses 
chroniques et non-invasives (Denning et al., 1989 ; Walsh et al., 2008). Puis, les azolés de 
seconde génération présentant un spectre d’activité plus étendu et une activité accrue ont été 
introduit : le Voriconazole (VCZ) et le Posaconazole. Le VCZ constitue la première ligne de 
traitement des AI (Siopi M et al., 2015). Le posaconazole est quant à lui utilisé en association 
avec d’autres antifongiques comme les échinocandines ou comme traitement prophylaxique 
chez des patients à risque. Des triazolés sont en voie de développement, dont l’utilisation en 
thérapeutique émerge comme l’isavuconazole.  
5) -Echinochandines 
Les échinochandines constitués par l’Anidulafungine, la Caspofungine et la 
Micafungine. Ceux sont des antifongiques lipopeptidiques cycliques semi-synthétiques 
produits par la fermentation de champignons (Pilmis et al., 2013). La cible de ces 
antifongiques est le système enzymatique (appelé β-(1,3)-D-glucane synthase) impliqué dans 
la synthèse de la paroi fongique. Elle agit sur l’intégralité de la paroi cellulaire et provoque 
par inhibition non compétitive un déséquilibre osmotique conduisant à la lyse de la cellule 
(Lacroix et al., 2003) (Figure 12 C). Les échinocandines sont bien tolérés en thérapeutique et 
présentent peu d’interférence avec d’autres médicaments permettant ainsi leur association 
avec d’autres antifongiques (Walsh et al., 2008). Ainsi, plusieurs études ont montré l’effet 
synergique dans le traitement des infections fongiques invasives des échinocandines en 
association avec l’AMB ou des azolés (Aliff et al., 2003), (Siopi et al., 2016). 
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PHENOMENES DE RESISTANCE AUX ANTIFONGIQUES AZOLES 
I) Historique 
Les premiers isolats d’A.fumigatus résistants aux azolés ont été trouvés dans les 
années 1980 aux Etats Unis (Denning et al., 1997). Dès la publication de ces résultats en 
1997, d’autres études dans le monde ont détecté des isolats résistants et ce nombre ne cesse 
d’augmenter encore à l’heure actuelle. Il a été montré que la résistance aux azolés des isolats 
d’A. fumigatus peut se développer secondairement, chez des patients atteints d’aspergillose, 
(le plus souvent aspergillose chronique) traités au long cours par des azolés (Hagiwara et al., 
2014 ; Howard et al., 2009). Cependant, certains champignons Aspergillus de la section 
Fumigati présentent des résistances primaires, intrinsèques aux azolés (Alcazar-Fuoli et al., 
2008). Depuis quelques années, plusieurs mécanismes de résistance aux azolés ont pu être 
décrits, (Chowdhary et al., 2016; Wei et al., 2016) dont le mécanisme le plus fréquemment 
retrouvé qui implique des mutations sur le gène CYP51A codant pour l’enzyme 14-α-
déméthylase, cible des azolés. Ces mutations ont également été retrouvées au niveau de 
souches d’A. fumigatus de patients n’ayant jamais subi de traitement antifongiques. Or, de 
nombreux fongicides utilisés en agriculture sont portés responsables d’une possible 
acquisition de la résistance par la pression exercée par ces derniers dans l’environnement 
(Snelders et al., 2012). Globalement, plusieurs mécanismes de résistances aux antifongiques 
ont été décrit : la réduction de l’affinité de la protéine cible avec l’antifongique, la 
surexpression de la protéine cible, la diminution de la concentration de l’antifongique par 
activité accrue des pompes d’efflux ou encore la dégradation de l’antifongique par des voies 
de détournements ou dégradation non connues (Figure 13). 
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Figure 13. Mécanismes de résistance généraux ainsi que leur correspondance pour la résistance aux azolés chez A. fumigatus. 
(Adaptée de : Hagiwara et al., 2016) 
II) Les mécanismes de résistance 
1) -Les mutations de la protéine Cyp51A 
Le principal mécanisme responsable de la résistance aux azolés est lié à une variété de 
mutations du gène CYP51A. Plusieurs substitutions d’un seul acide aminé au niveau de la 
séquence de la protéine Cyp51A ont été rapportées (Figure 14) (Camps et al., 2012 ; 
Hagiwara et al., 2016 ; Rivero-Menendez et al., 2016). Le lien entre résistance aux 
antifongiques et la localisation de la mutation a pu être établi principalement pour 3 
mutations: G54, M220, G138 et G448 (Figure 14). Les mutations associées à la glycine en 
position 54 sont liées à une résistance croisée à l’ITZ et au posaconazole (Diaz-Guerra, et al., 
2003). Des profils variables de réduction de la sensibilité aux triazolés ont été reportés pour la 
méthionine en position 220 (Mellado et al., 2004) (Krishnan-Natesan et al., 2012). Une 
résistance simultanée à l’ITZ et au VCZ ainsi qu’une résistance au VCZ associée à une 
diminution de la sensibilité à l’ITZ et au posaconazole ont été observés pour les mutations, 
respectivement aux niveaux de la glycine 138 et la glycine en position 448 (Howard et al., 
2006 ; Pelaez et al., 2012). D’autres mutations au niveau des codons de la protéine Cyp51A, 
moins fréquentes, ont été isolées chez des souches d’Aspergillus résistantes dont voici les 
principales : Y121, Y431, P216, F219, A284, G432, G434 (Lescar et al., 2014 ; Albarrag et 
al., 2011, Cowen et al., 2015). Afin d’identifier le rôle précis de chacun de ces acides aminés 
dans la résistance aux azolés, différentes études sont encore nécessaires. L’ensemble de ces 
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mutations décrites au niveau de la protéine Cyp51A ont été principalement identifiées chez 
des isolats de patients sous thérapie au long cours aux azolés. 
 
Figure 14. Voies d’acquisition de la résistance aux azolés chez A. fumigatus. 
A : L’acquisition par traitement au long cours aux azolés d’une résistance d’A. fumigatus à ces derniers alors qu’il 
était initialement sensible, B : Acquisition d’A. fumigatus résistant aux azolés (avant traitement) provenant de 
l’environnement. (Adaptée de : Garcia-Rubio et al., 2017) 
D’autres mutations du gène CYP51A dites « d’origine environnementale », c’est-à-dire 
acquise dans l’environnement, sous la pression exercée par les fongicides agricoles ont été 
mises en évidence chez des souches multi-résistantes aux azolés (Figure 14) (Rocchi et al., 
2015). Cette résistance est générée par la présence concomitante de plusieurs mutations : 
TR34/L98H, TR46/Y121F/T289A (van der Linden, et al 2013 ; Vermeulen, et al., 2013). La 
mutation TR34/L98H a été isolée pour la première fois en 1998 et constitue actuellement, la 
mutation la plus fréquemment retrouvée (Snelders et al., 2012 ; Vermeulen et al.,2013). Elle 
se compose d’une augmentation de l’expression du gène par la répétition de 34 paires de 
bases dans la région promotrice, associée avec une substitution en position 98 d’une leucine 
par une histidine, diminuant ainsi l’affinité des azolés pour la protéine (Snelders et al., 2011). 
L’autre TR46/Y121F/T289A se distingue de la première par sa résistance plus importante au 
voriconazole et des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) variables à l’ITZ et au 
posaconazole (van Ingen et al., 2015). Elle se compose également d’une répétition dans la 
région promotrice du gène CYP51A de 46 pb, associée avec deux mutations Y121F et T289A 
(van den Linden et al., 2013).  
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2) -Les autres mécanismes de résistance 
 Récemment plusieurs études se sont intéressées aux mécanismes de résistance aux 
azolés n’impliquant pas CYP51A (Hagiwara et al., 2016; Wei et al., 2017). La surexpression 
de pompes d’efflux a été associée à une augmentation de la résistance aux azolés. Deux types 
de pompes ont été principalement documentés : les transporteurs de la famille ABC (ATP-
Binding cassette) et les transporteurs « Major Facilitator Superfamilly » (MSF) (Lelièvre et 
al., 2013). Respectivement 49 et 278 gènes codant pour les transporteurs ABC et MSF ont été 
documentés. Parmi les gènes codant pour des transporteurs ABC, les gènes : cdr1B, atrF, atrI, 
AfuMDR1, AfuMDR2, AfuMDR3, AfuMDR4 ont été associés avec une résistance accrue aux 
azolés (Fraczek et al., 2013, Hagiwara et al., 2016 ; Slaven et al., 2002). Concernant les 
transporteurs MSF, une étude menée par Meneau L et al (2016) a observé que la délétion du 
gène mdrA entraine une récupération de la sensibilité aux azolés. D’autres études récentes, ont 
permis d’identifier un autre mécanisme de résistance aux azolés impliquant la protéine algA, 
intervenant dans la cascade de la voie de signalisation du calcium et dont la délétion a montré 
une augmentation de la résistance aux azolés (Wei et al., 2017).  
3) -La prévalence de la résistance d’A. fumigatus aux azolés 
Il reste actuellement difficile d’obtenir une estimation réelle du taux d’isolats d’A. 
fumigatus résistants aux azolés car la susceptibilité aux antifongiques n’est pas pratiqué en 
routine dans tous les établissements de santé. La mutation TR34/l98H, d’origine 
environnementale est depuis sa première description en 1988 chez des isolats cliniques, de 
loin la plus retrouvée au niveau clinique et environnementale (Mellado et al., 2007). La 
mutation TR46/Y121F/T289A, identifiée en 2009 au niveau d’isolats cliniques et en 2013 dans 
l’environnement a été décrite dans de nombreux pays européens (van der Linden et al., 2013) 
(Figure 15). Ces mutations sont les deux principaux mécanismes retrouvés actuellement chez 
les isolats d’A.fumigatus environnementaux et leur émergence a pu être associée avec 
l’autorisation de mise sur le marché agricole de fongicides (inhibiteurs de la démethylation) 
constitués par des molécules triazolés (propiconazole, bromuconazole…) (Rocchi et al., 
2015). Récemment Bader et al (2015) ont ainsi détecté la présence de ces mutations au niveau 
de leur collection de 455 souches environnementales avec 45 isolats d’A. fumigatus porteur de 
la mutation TR34/l98H et 6 isolats avec la mutation TR46/Y121F/T289A.  
En France, la mutation TR34/l98H été retrouvée au niveau d’isolats cliniques dans plusieurs 
études et au niveau d’un prélèvement de sol dans l’environnement (Rocchi et al., 2014; 
Choukri et al., 2015). Les autres mutations du gène CYP51A, retrouvées chez des patients 
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traités au long cours par des azolés ont été occasionnellement retrouvés en Europe depuis leur 
description (Howard et al., 2009) (Figure). 
 
Figure 15. Distribution mondiale des mutations d’A. fumigatus responsables de la résistance aux azolés.  
(Adaptée de : Rivero-Menendez et al., 2016.) 
III) Test de la susceptibilité aux antifongiques  
La création des premiers tests de susceptibilité a été initiée par Fleming pour 
l’évaluation du potentiel thérapeutique de la Pénicilline. Ces tests ont ensuite évolué par le 
biais du développement des antibiotiques (Sherris, 1989). L’émergence des infections 
fongiques des dernières décennies a entraîné le développement de tests standardisés, en 
premier par le CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) puis par l’EUCAST 
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). Il existe ainsi deux 
catégories de tests standardisés : ceux réalisés en milieu liquides (méthode de microdilution 
du CLSI et EUCAST) et ceux en milieu solide (CLSI disk diffusion). De plus de nombreuses 
techniques commerciales comme la technique des disques et des bandelettes existent (Etest®, 
Vitek®2 etc) (Alcazar-Fuoli L et al., 2014 ; Espinel-Ingroff, 2008). Dans les dernières études 
européennes la méthode des bandelettes Etest® a été largement utilisée. Elle combine facilité 
d’exécution pratique avec précision de l’information quantitative apportée par les méthodes 
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en milieu liquide. Plusieurs études ont ainsi comparées les résultats obtenus entre ces deux 
méthodes (Pfaller et al., 2003 ; Guinea et al., 2007). De manière générale, ces études 
semblent montrer une plus forte concordance des résultats entres les 2 méthodes pour 
l’évaluation des CMIs des azolés, proche de 100%, que pour l’AMB où Guinea et al ont 
montré une discordance pour 23% des isolats.  
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GESTION DU RISQUE INFECTIEUX ENVIRONNEMENTAL 
LORS DE TRAVAUX EN ETABLISSEMENT DE SANTE 
I) Généralités  
1) -Contexte 
Les établissements de santé (ES) sont régulièrement confrontés, dans le cadre de 
maintien aux normes, à la réorganisation d’unités ou d’extension ou à des travaux 
d’infrastructures qu’ils soient de simple entretien ou de gros œuvre. Ces travaux contribuent à 
la re-suspension et à la dispersion des spores fongiques. Ainsi, il a été observé lors de travaux 
à l’hôpital une augmentation de 105 des champignons thermotolérant à l’extérieur par rapport 
à avant démolition, et également une augmentation notable du taux de champignons 
filamenteux à l’intérieur des unités après démolition (Bouza et al., 2002 ; Streifel et al., 
1983). Les travaux d’infrastructures constituent donc un risque nosocomial important pour les 
individus à l’hôpital. En France, A. fumigatus est responsable de la grande majorité des 
infections fongiques invasives qui ont un taux de mortalité, dues aux aspergilloses proche de 
50% (Lortholary et al., 2011; Garcia-Vidal et al., 2008; Thornton, 2010). C’est pourquoi, afin 
de prévenir au mieux ce risque, des guides ont été mis en places pour identifier le risque 
environnemental lié aux travaux à l’hôpital et initier des mesures de prévention.  
2) -Présentation des guides existants 
En France, les ES sont responsables de l’air qu’ils distribuent à leurs patients. Dans le 
but de prévenir les IN liées à l’air lors de la présence de travaux d’infrastructure à l’hôpital, 
une politique de prévention du risque aspergillaire se doit d’être mise en place (Anaes 1999; 
Gangneux et al., 2006). Cette dernière fait intervenir des acteurs pluridisciplinaires et se 
caractérise principalement par l’élaboration d’une stratégie d’action, de son évaluation ainsi 
que la définition de mesures correctives. En 2011, deux sociétés savantes, la Société française 
de mycologie médicale (SFMM) et la Société française d’hygiène hospitalière (SF2H), 
entourés d’experts de différents domaines scientifiques ont compilé et analysé les procédures 
et mesures déjà existantes (Health Canada, 2011) et dont l’efficacité avait été prouvée. Ils ont 
ainsi élaboré, avec l’appui de la Haute Autorité de Santé (HAS), le premier guide national 
technique sur le risque aspergillaire en condition de travaux (Hygiènes 2011). Ce référentiel 
national recommande la réalisation d’une étude d’impact d’un chantier prévu, sur le risque 
aspergillaire associé, en se basant sur des outils qualitatifs mais également quantitatifs. La 
gestion du risque est proposée par l’élaboration d’indicateurs de suivi. 
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II) Caractérisation du risque infectieux 
1) -Evaluation du risque infectieux en ES 
 Le risque infectieux fongique en ES est défini comme la probabilité d’occurrence 
d’une infection nosocomiale (IN) à l’issu de l’exposition de l’hôte (ici le patient) au 
pathogène (A .fumigatus) et pouvant être due à l’environnement du patient. Le risque 
infectieux nosocomial d’AI dans les ES subissant des travaux d’infrastructure prend en 
compte majoritairement trois facteurs :  
a) Le type de travaux réalisés 
b) Le type de patients hospitalisés dans cet ES 
c) Le type d’unités d’hospitalisation à proximité du chantier 
 
a) Le type de travaux réalisés : 
Recommandations 
Les travaux constituent des émetteurs de particules et poussières. Cependant, cette 
émission est variable en fonction du type de travaux réalisés (Haiduven et al., 2009). En effet, 
des degrés de contamination à Aspergillus différents ont pu être observé entre des travaux de 
construction et de démolition (Streifel et al., 1983; Hansen et al., 2008). C’est pourquoi le 
guide national (Hygiènes 2011) a établi une classification des travaux en fonction du niveau 
de production de poussière (Tableau 5). 
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Tableau 5. Classification des travaux en fonction de leur émission de poussière  
(Hygiènes 2011) 
 
 
Expérience à HEH 
L’hôpital Edouard Herriot (HEH) des HCL fait l’objet d’un important programme de 
rénovation. Ces travaux de grande ampleur peuvent être divisés en deux grandes étapes. La 
première étape a consisté en la déconstruction entière d’un pavillon situé au centre de 
l’hôpital (hôpital pavillonnaire : 32 pavillons indépendants) durant l’année 2015. La deuxième 
étape qui a fait suite dès Janvier 2016 est la construction d’un nouveau pavillon plus moderne, 
qui sera le plateau technique, hébergeant  blocs opératoires, hélistation et services de 
réanimation. 
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La première étape de déconstruction du pavillon fait l’objet de cette thèse. Elle peut 
être scindée en trois périodes bien identifiées de travaux : période de curage et désamiantage 
du bâtiment, puis la déconstruction des étages et enfin une période d’excavation et 
terrassement. Selon le Tableau 5, l’ensemble de ces travaux correspondent au type D. 
b) Le type de patients hospitalisés dans cet ES 
 Recommandations 
Les patients à risque d’infection fongique, notamment aspergillaire, d’origine 
environnementale, peuvent être divisés en 3 catégories : Population à risque aspergillaire 
élevé, intermédiaire ou faible (Hygiènes 2016). Le choix de catégorie pour classifier un 
patient dépend de la pathologie infectieuse et de la typologie de cette dernière. Ces 3 
catégories font suites aux catégories préalablement définies (Hygiènes 2011): populations à 
très haut risque, à haut risque, à risque moindre et autre population en se basant sur la 
pathologie sous-jacente, le niveau d’immunodépression et les traitements associés. Ainsi, les 
nouvelles recommandations préconisant la classification en 3 catégories, permettent une 
meilleure prise en compte de la typologie de la pathologie sous-jacente et de son évolution.  
Expérience à HEH 
 Lors de notre étude à l’hôpital Edouard Herriot, ces dernières recommandations à 3 
niveaux n’étaient pas encore publiées. C’est pourquoi lors de cette étude, les patients ont été 
catégorisés selon les 4 niveaux décrits dans l’ANNEXE 1. 
c) Le type d’unité d’hospitalisation à proximité du chantier 
Recommandations 
Les patients à risque infectieux fongique important peuvent être hospitalisés dans de 
nombreux services en fonction de leur pathologie sous-jacente. C’est pourquoi, il est 
nécessaire d’identifier et quantifier les unités d’hospitalisation présente dans l’établissement. 
En effet, le système du traitement d’air du secteur d’hospitalisation peut avoir un impact sur 
l’aérocontamination intérieure à Aspergillus (Cornet et al., 1999; Özen et al., 2016). Le 
(Tableau 6) ci-dessous tiré du guide Hygiènes (2011), décrit les groupes de services dans 
chacune des 4 catégories définies : zone à risque très élevé, élevé, moyen, faible. Cependant, 
une analyse interne et spécifique à chaque établissement est nécessaire.  
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Tableau 6. Regroupement des secteurs d’hospitalisation en fonction du risque infectieux qu’ils représentent  
(Hygiènes 2011) 
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Expérience à HEH 
Dans notre établissement des HCL, nous avons ainsi pu identifier 10 pavillons à risque. 
Le détail des secteurs est listé dans le Tableau 7 et représenté sur la Figure 16. Les services à 
risque identifiés sont situés dans les pavillons adjacents au chantier.  
Tableau 7. Secteurs d’hospitalisation identifiés à risque fongique à l’hôpital Edouard Herriot 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16. Localisation des secteurs d’hospitalisation identifiés comme à risque fongique à l’hôpital Edouard Herriot 
  
Pavillon Spécialisation Secteurs concernés 
D Chirurgie digestive Bloc D 
E Hépatho-gastro-entérologie et Gériatrie Ensemble du pavillon 
F Rhumatologie Services F1 & F2 
I Réanimation brulés et chirurgie Services I4 et I5 
N Urgences médicales, unités de soins continus, réanimation Ensemble du pavillon 
M Chirurgie vasculaire Bloc M 
G Urgences chirurgicales (réanimation chirurgicale) Services G1, G3 et G5 
P Néprhologie, Réanimation Services P2, P réa  
O Médecine Interne Services O2, O3 
R Néphrologie-Dialyse R Clima 
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L’ensemble des critères décris dans cette partie caractérisation du risque infectieux 
sont notamment à combiner entres eux lors de l’étude d’impact recommandée par le guide 
Hygiènes (2011). Certaines études ont également mis en avant des critères à prendre en 
compte lors de la réalisation de travaux dans un ES comme l’impact des facteurs 
météorologiques sur l’aérocontamination d’Aspergillus (Pilmis et al., 2017 ; Garcia-Vidal et 
al., 2014). L’étude de Cavallo et al a décrit l’influence des paramètres météorologiques 
intérieurs et extérieurs sur l’aérocontamination fongique d’un service d’hématologie. Ces 
études ont montré la saisonnalité d’A. fumigatus à l’hôpital et mis en avant ce lien entre les 
différents facteurs météorologiques et l’aérocontamination. D’autres études nécessitent 
cependant de confirmer ces résultats et préciser le rôle des facteurs météorologiques sur la 
dispersion d’A. fumigatus. 
III) Gestion du risque infectieux fongique en ES 
1) -Mise en place d’une cellule travaux 
 Recommandations 
Afin d’optimiser les démarches d’évaluation et de gestion du risque infectieux fongique, 
il est recommandé de favoriser les collaborations entre professionnels (Hygiènes 2011) 
incluant l’équipe d’hygiène, biologistes, ingénieurs hospitaliers, affaires techniques etc. La 
formation d’un groupe pluri-disciplinaire qui se rencontre régulièrement pour partager les 
informations et réfléchir aux points à mettre en place ou à améliorer est indispensable 
(Etancelin et al., 2009). De  plus, ce groupe permet de faire le lien entre les besoins identifiés 
par la direction de l’hôpital, les professionnels hospitaliers et les entreprises prestataires 
réalisant les travaux. 
Expérience à HEH 
 Dans ce contexte, une démarche a été effectuée dans notre établissement, dans le cadre 
du Comité Air local, avec la création d’une « Cellule travaux ». les missions de la Cellule 
travaux sont décrites en 5 étapes dans la Figure 18. La cellule travaux est composée de 
membres permanents : 5 personnes de l’équipe d’hygiène, 5 personnes de la direction des 
affaires techniques, 2 personnes de la direction et une personne de la Sécurité incendie de 
l’hôpital. Régulièrement et en fonction des thématiques de discussion des membres peuvent 
être invités (représentant du CLIN, Médecine du travail etc).  
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2) -Mise en place d’une étude d’impact 
 Recommandations 
En amont du début des travaux, il est important de pouvoir évaluer l’impact des travaux 
planifiés sur l’environnement hospitalier et par conséquence sur la santé des patients 
hospitalisés. Dans le guide de référence (Hygiènes 2011), il est ainsi recommandé la 
réalisation d’une étude d’impact des travaux (Figure 17) par une équipe collaborative 
impliquant des personnels de l’équipe d’hygiène de la cellule travaux, mais également des 
personnes ayant en charge la réalisation des travaux. Cette démarche collective doit permettre 
de caractériser et évaluer les impacts des différents types de travaux réalisés à toutes les 
phases de la réalisation du projet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17. Etapes nécessaires à l’élaboration d’une étude d’impact en secteur hospitalier  
(Adaptée du guide Hygiènes 2011) 
*EOH : Equipe Opérationnelle d’Hygiène. *CLIN : Comité de Lutte contre les Infections 
Nosocomiales 
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Figure 18. Représentation des différentes missions de la Cellule travaux  
(Adaptée de la procédure HCL - Annexe 2) 
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Cet outil va ainsi mettre en avant les éléments et périodes les plus à risque permettant 
de planifier et intégrer des choix de construction ou des mesures de prévention les plus 
adaptées. Cette démarche globale d’étude d’impact se base sur des méthodes qualitatives et 
quantitatives d’évaluation du risque en fonction de la nature des travaux et de leur proximité 
par rapport aux patients hospitalisés Figure 17 (ANNEXE 3). Les deux outils permettent de 
déterminer et classer le risque fongique global en 3 catégories : Elevé, Moyen et faible 
(Tableau 6, le Tableau 7 et l’ANNEXE 3). L’outil qualitatif (Tableau 2, le Tableau 6 et 
l’ANNEXE 3), basé l’appréciation de la contamination (Forte, Modéré ou Limitée) et du 
risque patient (+++, ++ ou +) n’est pas très précis mais a pour avantage d’être accessible à un 
large public. Au contraire, l’outil quantitatif nécessite l’avis d’expert pour attribuer au mieux 
les notes à chaque type de travaux et relatif au risque patient (Tableau 4, le Tableau 5 et 
l’ANNEXE 3). 
Expérience à HEH 
A l’hôpital Edouard Herriot, lors de la prévision des travaux de déconstruction du 
pavillon H, une étude d’impact a été réalisée par l’équipe d’hygiène en collaboration avec les 
ingénieurs travaux. Au vu de la localisation centrale du site et de la nature des travaux, 
l’évaluation globale du risque fongique a été principalement réalisée de manière qualitative. 
Elle a permis d’identifier un risque fongique global élevé pour tous les pavillons se trouvant à 
proximité directe du chantier et hébergeant des patients considérés à risque (voir chapitre AI).  
3) -Mise en place de mesure de prévention 
Recommandations 
Les résultats obtenus lors de l’étude d’impact permettent ainsi de mettre en place des 
mesures de gestion du risque infectieux fongique. Le guide de référence (Hygiènes 2011) 
préconise l’établissement de mesures préventives selon 3 grands axes  
x La zone de chantier : limiter l’émission et la dispersion de poussière (Bocquet 
P et al., 1993 ; Haiduven et al., 2009) 
x Les patients : réduire leurs expositions aux bio-aérosols (Gangneux et al., 
2004 ; Brenier-Pinchart et al., 2009) 
x Individuelle : Informer, sensibiliser, accompagner et aider tous les corps de 
métiers intervenant sur le chantier (ingénieurs, ouvriers, conducteurs de 
travaux etc) et le personnel soignant (Berthelot et al., 2006) 
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Chaque établissement de santé possède des spécificités au niveau architectural et 
organisationnel. Ainsi, une même opération d’infrastructure peut faire varier le niveau de 
risque fongique global d’un établissement de santé à un autre. C’est pourquoi, il est 
recommandé de mettre en place des mesures de prévention adaptées au site en estimant la 
faisabilité de chacune, sa validité (études ou expériences précédentes…) et leur importance 
vis-à-vis des services présents dans l’établissement. Enfin, avant la fin des travaux dans un 
bâtiment il est recommandé de programmer, un contrôle des systèmes de traitements d’air et 
la réalisation du bio-nettoyage.  
Expérience à HEH 
Au sein de notre hôpital, la procédure HCL (P-4 Prévention des risques liés à 
l’empoussièrement lors de travaux hospitaliers aux HCL, version 2015 – l’ANNEXE 2) a été 
appliquée. Cette procédure établie selon les recommandations des guides (Hygiènes 2011) et  
et Health Canada) et de la littérature préconise la mise en place de mesures basiques et 
renforcées au niveau des 3 axes : 
x Axe 1- Zone de chantier : 
o Sensibiliser les équipes de chantiers, mise en place d’une formation sur le 
risque aspergillaire 
o Déconstruire en milieu humide par arrosage régulier du bâtiment, des gravats 
et des abords du chantier (ex : système de brumisation orientable, tuyau 
d’arrosage…)  
o Bâcher les terres et gravats et les bennes des camions les évacuant 
o Etablir et afficher un plan de circulation des déchets (gravats et terres) pour les 
camions et engins de chantier  
o Nettoyer les voiries et roues des camions (ex : balayage humide des voieries). 
Certaines mesures recommandées comme isoler les ouvrants du bâtiment en travaux par 
des panneaux ou bâches afin de créer un écran protecteur ne peuvent être appliquées dans 
notre établissement du fait de sa localisation centrale dans l’hôpital (difficulté d’accès) et de 
son envergure.  
 
x Axe 2- Mesures au niveau des unités à proximité du chantier : 
 
Mesures basiques au niveau de l’unité: 
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o Sensibiliser le service, les patients, les visiteurs par la présence d’affiche sur le 
risque aspergillaire (Figure 19) 
o Maintenir fermées les fenêtres et la porte d’entrée du service  
o Limiter les déplacements extérieurs au service pour les patients 
o Limiter le stationnement à proximité du chantier pour les patients et les 
professionnels; 
o Contrôler régulièrement le système de traitement d’air du service : vérification 
renforcée des pertes de charge des filtres, nettoyage renforcé des 
aérocondenseurs des groupes froids. 
 
Mesures renforcées au niveau de l’unité: 
o Etablir un plan de circulation (circuits personnel, patients, visiteurs) : 
 Condamnant les ouvertures face aux travaux : portes, fenêtres.  
 Signalant des circuits réservés. 
o Confiner le service (collaboration avec le service incendie) :  
 Calfeutrement des ouvrants exposés au chantier (fenêtres, portes, issues 
de secours) des services identifiés comme à risque infectieux fongique 
élevé. Mise en place d’une pancarte explicative sur chaque ouvrant 
calfeutré. 
 Si pas de rafraîchissement dans le service ou présence d’ouvrants avec 
une étanchéité correcte, autoriser l’ouverture des fenêtres de l’unité 
seulement en dehors des heures de chantier (entre 19h et 07h) ou 
installer des climatiseurs ou ventilateurs individuels. 
o Installer un tapis de décontamination et/ou un linge humidifié aux accès de 
l’unité. 
o Surveiller les diagnostics de mycoses invasives et des niveaux de charge 
fongique dans l’environnement. 
 
Au vu de l’ampleur des mesures renforcées à mettre en œuvre au niveau des unités 
définies comme à risque infectieux fongique élevé, certaines de ces mesures n’ont été  
appliquées qu’à certains groupes de patients Les mesures basiques n’ont par ailleurs pas été 
appliquées au reste de l’établissement, car trop contraignantes et nombre trop important de 
services.  
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x Axe 3 - Mesures individuelles : patients à risque infectieux fongique 
 
Deux groupes de patients à risque infectieux fongique important ont été définis au sein de 
notre établissement (ANNEXE 4). 
 
o Des mesures spécifiques à chacun de ces deux groupes ont été déterminées 
selon si l’hospitalisation dure plus de 48 heures (Tableau 8) ou moins de 48 
heures (Tableau 9) 
o Différentes formes de communication écrites et orales ont été réalisées pour 
informer et sensibiliser les personnels soignants, visiteurs et intervenants du 
chantier : 
Communication orales : 
 2 interventions sur Radio’ED : 28/11/2014 et 17/03/2015 (M. 
Perraud, P.Vanhems) 
 1 intervention de sensibilisation des professionnels de chantier : 
20/03/2015 (21 participants). 
 3 interventions à destination des professionnels de : le 
08/04/2015 à 14h30 (9 participants), le 09/04/2015 à 19h, le 
14/04/2015 à 14h30 (21 participants). 
 Rédaction d’une plaquette d’informations  à destination des 
patients immunodéprimés (validée en cellule travaux) (Annexe 
5)  
 
Communication écrites : 
 Note diffusée aux chefs de services et cadres de santé le 
18/03/2015. 
 Affichage sur les issues de secours et sur les fenêtres calfeutrées. 
Affichage sur les fenêtres non calfeutrées à ne pas ouvrir en 
journée. Poster affiché dans les salles de soins et bureaux 
médicaux (Figure 19). 
 Lettre à communiquer à l’ensemble du personnel de HEH 
(validée en cellule travaux). 
 
o Affichage de circuit piétons patients et visiteurs (Figure 20). Lors de transfert 
pour examens des patients, les galeries ont été privilégiées.  
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Figure 19. Affiche d’information sur le risque aspergillaire affichée dans les services à risque 
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Tableau 8. Mesures à mettre en œuvre dans les services à risque, si l’hospitalisation dure 48 heures ou plus 
Groupe 1 Groupe 2 
Limitation au maximum des déplacements 
En cas de déplacement à l’extérieur : masque FFP2 
Chambre calfeutrée et non exposée au chantier Chambre calfeutrée 
Isolement protecteur (porte fermée, mesures spécifiques 
pour le personnel) 
/ 
Mise en place d’une armoire mobile de traitement d’air / 
Identification des patients par l’UHE, audit des mesures / 
 
Tableau 9. Mesures à mettre en œuvre dans les services à risque, si hospitalisation dure moins de 48 heures comme 
par exemple l’hospitalisation de jour 
Groupe 1 Groupe 2 
Limitation au maximum des déplacements 
Respecter les circuits définis lors des déplacements dans l’enceinte de l’établissement 
En cas de déplacement à l’extérieur : masque FFP2 (lors d’hospitalisation répétée dans le temps) 
Ne pas stationner près du chantier 
 
Figure 20. Affiche représentant les circuits piétons recommandés pour les patients  
(Adaptée de la procédure HCL P-4)  
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4) -Surveillance des mesures mises en place et actions correctives 
Recommandations 
En raison de l’extrême gravité de l’AI et de l’émergence des résistances aux traitements 
actuels, il est important de surveiller et évaluer les mesures de prévention suivies (Gangneux 
et al., 2006). En cas de contamination environnementale dépassant les valeurs cibles fixées 
(guide Hygiènes 2011) ou de cas d’AI nosocomiale, il est nécessaire de déterminer la cause 
par une enquête environnementale et de mettre en place des mesures correctives telles que le 
renforcement des mesures de prévention, du bio-nettoyage, la mise en place d’un purificateur 
d’air si nécessaire etc. (Tableau 10). 
Tableau 10. Proposition de valeurs cibles et leur interprétation 
 
 
Tout cas d’aspergillose invasive nosocomiale doit être signalé en interne dans les 
établissements de santé au CLIN et remet en cause la responsabilité des différentes entités 
intervenant dans la gestion du risque infectieux fongique en période de travaux. En cas 
d’infection confirmée comme étant liée aux travaux, il est également obligatoire de réaliser un 
signalement externe auprès de la direction territoriale de l’agence régionale de santé et du 
centre de coordination de la lutte contre les infections nosocomiales de l’inter-région (décret 
n°2001-671 du 26 juillet 2001).  
Il est donc nécessaire de créer des outils de monitoring et gestion du risque infectieux 
fongique adapté à la situation de travaux afin de se prémunir au mieux des dangers liés aux 
opérations d’infrastructures. 
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Expérience à HEH 
Surveillance du respect des mesures préconisées 
x 3 types d’audits rapides ont été mis en place   
o Audit n°1 : Respect des mesures au niveau de la zone de travaux (ANNEXE 
6), réalisé 1 fois/semaine. 
o Audit n°2 : Respect des mesures au niveau des pavillons à risque (ANNEXE 
7), réalisé1 fois/semaine dans un pavillon surveillé. 
o Audit n°3 : Respect des mesures en cas d’hébergement du patient du Groupe 1 
(ANNEXE 8), réalisé pour chaque patient du groupe 1 hébergé, une fois tous 
les 15 jours. 
Conduite à tenir en cas d’alerte 
Une alerte est définie par l’augmentation significative de la charge fongique 
environnementale en comparaison de la période antérieure (dépassement d’un seuil glissant 
défini à partir du « bruit de fond » repéré par des mesures préalables) et/ou 1 cas 
d’aspergillose pulmonaire invasive nosocomiale et/ou poussières visibles au niveau des 
couloirs des pavillons à risque et/ou mauvais résultats des audits rapides. En cas d’alerte, une 
conduite à suivre a été définie (Figure 21) en fonction de la situation (cas d’aspergillose 
invasive ou augmentation charge fongique environnementale). En cas d’épidémie d’AI, des 
mesures complémentaires ont été prévues, pouvant aller jusqu’à l’interruption temporaire du 
chantier.  
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Figure 21. Schéma de la conduite à tenir en cas d’alerte  
(Adaptée de la procédure HCL P-4) 
  
Détection de cas groupés 
d’aspergilloses invasives 
nosocomiales 
Augmentation de la 
charge fongique 
environnementale au-
dessus du seuil 
Cas isolé d’aspergillose 
invasive nosocomiale 
Poussière visible au 
niveau des couloirs des 
pavillons à risque 
Mauvais résultats 
des audits rapides 
ACTION 
 
ALERTE 
 
 Rechercher d’autres cas 
 Contrôler les mesures mises en place 
 Organiser une Cellule Travaux 
(cellule de crise) 
 Investiguer les sources potentielles 
de contamination 
 Mesures à déterminer en fonction du 
contexte 
 Possibilité d’interruption du chantier 
Au moins 1 des 4 facteurs 
  
 Vérifier la mise en place et rappeler les 
mesures recommandées 
 En fonction du contexte après consultation de 
la Cellule Travaux : 
o Renforcement de la fréquence du 
nettoyage dans les services 
o Sensibilisation des professionnels 
(chantier + unités) 
o Augmentation de la fréquence des audits 
rapides 
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APPRECIATION QUANTITATIVE DU RISQUE ASPERGILLAIRE 
I) Surveillance environnementale 
 
 Lors de travaux à l’hôpital, il est recommandé de réaliser des contrôles de la 
biocontamination fongique de l’air et des surfaces de manière hebdomadaire dans les secteurs 
dits « protégés », c’est-à-dire avec une filtration de type HEPA (High Efficiency Particulate 
Air Filtartion) et régulière dans les autres secteurs (bimensuelle ou mensuelle) (Hygiènes 
2011). Cette mesure de l’exposition fongique en milieu hospitalier permet le contrôle de 
l’efficacité des mesures de prévention appliquées pour la maîtrise du risque fongique 
infectieux. Pour réaliser ces mesures, il existe de nombreux outils quantitatifs et différentes 
stratégies d’identification (Gangneux et al., 2002 ; Méheust et al., 2014). 
1) Différentes techniques de prélèvements 
 Deux grandes méthodologies de prélèvements donnant des informations différentes 
sont utilisées à l’hôpital : les prélèvements d’air et de surface. Les prélèvements d’air 
permettent d’estimer l’aérocontamination (présence de spores) dans l’air environnant le site 
de prélèvement. Les prélèvements de surface témoignent quant à eux de la sédimentation de 
ces spores fongiques sur les surfaces. Différentes techniques de prélèvements de surface ont 
été évaluées et standardisées afin d’optimiser leur efficacité (Gangneux et al., 2002). Pour des 
raisons principalement budgétaires, aucun prélèvement de surface n’a été réalisé dans le cadre 
de notre étude sur la biocontamination fongique. De plus, les prélèvements de surface sont le 
reflet de la présence de spores dans l’air ; c’est pourquoi nous avons privilégié la réalisation 
de prélèvements d’air.  
 
 Les deux principales méthodes de prélèvement d’air couramment utilisées sont: la 
méthode par impaction (sur bande ou milieu de culture) et la méthode cyclonique. 
La méthode par impaction sur milieu de culture reste à l’heure actuelle la méthode 
traditionnellement la plus utilisée. Elle permet l’impaction des spores fongiques sur un milieu 
de culture à un débit choisi (souvent de 100L/min). Cependant, la qualité d’impaction dépend 
de plusieurs paramètres comme le type d’impacteur et le milieu de culture utilisé (Méheust et 
al., 2013). De plus, le temps d’incubation des milieux de culture influence les résultats (Boff 
et al., 2012). L’autre technique par impaction, non cultivable, permet l’adhésion en continu de 
spores fongiques sur une bande enduite à un débit similaire à celui de la respiration humaine 
(10L/min). Ces collecteurs volumétriques nécessitent une détection par microscopie optique. 
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Au contraire des méthodes cultivables, l’identification des spores est limité au genre et non 
pas à l’espèce. Ces collecteurs sont en cours d’évaluation pour une utilisation en 
établissement de santé (Dananché et al., 2017). 
 
 L’essor des techniques microbiologiques de ces dernières décennies est marqué par le 
développement des méthodes utilisant la biologie moléculaire comme la méthode cyclonique 
qui collecte les spores dans un liquide autorisant une identification par PCR (Bellanger AP et 
al., 2012). Des techniques utilisant la PCR quantitative en temps réel (qPCR) mais aussi 
mesurant la présence de certains composants de la paroi fongique tels que les les ß-1,3-
glucanes ou l’ergostérol sont également en développement depuis quelques années (Lang-
Yona et al., 2012). Enfin, les techniques de spectrométrie de masse (MALDI-TOF) et de 
séquençage haut débit (NGS, Next-Generation Sequencing) sont en pleine expansion, pour 
l’identification des champignons filamenteux. Il existe également des appareils (à utilisation 
militaire) en développement, basée sur une méthode de détection en temps réelle. Le principe 
de ces appareils repose sur l’analyse de faisceaux laser et sur la mesure de l’auto-fluorescence 
émise par le NADH, indicateur de présence d’un organisme vivant. Cette méthode est 
toujours à l’étude pour la détection des moisissures. 
Ces dernières techniques citées n’ont pas été utilisée dans notre étude ; seule la 
méthode d’impaction a été évaluée. En effet, la méthode de prélèvement d’air par impaction 
sur culture reste pour le moment le gold standard pour l’évaluation du risque infectieux 
fongique à l’hôpital. Cependant, le délai de culture et d’analyse nécessaire entre le 
prélèvement et le rendu des résultats est un inconvénient certain de cette technique. 
2) -Détermination de la fréquence des contrôles et interprétation 
 Des propositions de méthode standardisées pour les prélèvements d’air en secteur 
hospitalier ont été réalisées (Gangneux et al., 2002 ; guide Hygiènes 2011). La périodicité des 
prélèvements d’air à réaliser, dans les secteurs à risque fongique élevé, lors de travaux reste à 
définir par les établissements. De nombreuses études ont réalisé une surveillance de 
l’aérocontamination fongique et l’incidence des cas d’aspergillose invasive lors de travaux 
dans leur établissement de santé (Kanamori et al., 2015 ; Reboux et al., 2014 ; Fournel et al., 
2010 ; Bouza et al., 2002). Ces études montrent une certaine hétérogénéité au niveau de la 
méthodologie des prélèvements environnementaux, de leur analyse microbiologique et des 
résultats des taux de concentration en Aspergillus spp. Retrouvés (Méheust et al., 2014). Ces 
études sont difficilement comparables entres elles du fait de la différence de méthodologie 
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appliquée, elles mettent l’accent sur la nécessité d’améliorer la démarche de collection de 
données environnementales et cliniques. En effet, les variabilités inter-études observées et 
l’absence d’études prospectives, statistiquement significatives dans la littérature rendent 
difficile l’analyse de la relation contamination environnementale et incidence de 
l’aspergillose. 
Les principales difficultés identifiées à ce jour sont l’absence d’un seuil d’alerte ou 
d’indicateur (valeurs cibles) standardisés selon les secteurs. Reboux et al a étudié pendant 10 
ans l’aérocontamination fongique du couloir principal de l’hôpital (secteur non protégé) et du 
service d’hématologie (secteur protégé). Les auteurs ont fixé comme indicateur d’alerte un 
seuil de contamination à A. fumigatus dans le couloir non protégé > 40 UFC/m3. En 10 ans, 12 
pics > 40 UFC/m3 ont pu être détectés. La présence d’indicateur permet une meilleure 
mobilisation des équipes responsables et de maintenir une bonne politique de prévention du 
risque aspergillaire. De même, l’absence d’études prospectives, prenant en compte tous les 
facteurs tels que les travaux, l’influence facteurs météorologiques sur l’aérocontamination 
extérieure et intérieure mais également les mesures de préventions sont des facteurs limitant 
l’amélioration de nos systèmes de surveillance. Enfin, la difficulté du diagnostic 
d’aspergillose invasive et de son caractère nosocomial (acquisition environnementale au sein 
de l’hôpital) complique la démarche d’investigation et son analyse. 
II) Surveillance épidémiologique 
1) -Contexte général 
 De nombreuses études descriptives ont étudié l’association entre la réalisation de 
travaux dans l’environnement hospitalier et l’augmentation d’incidence d’AI ou la présence 
d’une épidémie d’AI (Tableau 11). La revue de littérature de Vonberg et al montre que les 
travaux de construction/démolition ont été considérés comme possible source responsable 
d’épidémie d’AI dans 49,1% des études (Vonberg et al., 2006). D’autres études, réalisées hors 
travaux à l’hôpital ont permis de montrer une corrélation entre l’augmentation de 
l’aérocontamination fongique environnante et l’apparition de cas d’AI (Alberti et al., 2001 ; 
Pelàez et al., 2012). 
Plus récemment, l’étude de Kanamori et al a également permis de recenser les études réalisées 
dans le monde ses 4 dernières décennies portant sur l’étude des épidémies d’infection 
fongique durant une période de travaux à l’hôpital. Il a été rapporté que depuis la première 
épidémie d’AI recensée en 1976, on a pu observer une augmentation graduelle du nombre de 
80 
 
publications jusqu’en 2010. Entre 2010 et 2014, seulement trois études ont été publiées sur la 
thématique. Toutes ces observations coïncident avec l’amélioration des pratiques et 
recommandations concernant les mesures de protection à mettre en place et également 
l’apparition des premières prophylaxies antifongiques. 
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L’étude des données de la surveillance clinique et environnementale permet la recherche 
d’association entre l’aérocontamination fongique environnante et l’apparition de cas d’AI. 
Mais cela permet également d’évaluer l’efficacité des mesures de protection mises en place 
lors des travaux.  
2) -Expérience à l’hôpital Edouard Herriot 
Une surveillance épidémiologique a été mise au point à l’hôpital Edouard Herriot pour 
prévenir, les AI chez les patients à haut risque. Cette surveillance prospective des cas 
d’aspergillose invasive a été réalisée, dès le début des travaux, pour tous les patients 
hospitalisés, quel que soit le service, pour qui une suspicion ou un diagnostic d’aspergillose 
invasive nécessitant un traitement antifongique est porté. Ce monitoring permet de créer une 
alerte précoce et d’estimer l’incidence des cas. 
Le diagnostic d’AI est basé sur les critères de 2008 du groupe consensus 
EORTC/MSG (Pauw et al., 2008). Les cas seront également catégorisés selon le délai entre 
l’admission à l’hôpital et le début des signes. Si le diagnostic a été porté avant l’admission, le 
cas est exclu d’emblée. Il n’existe pas de définition consensuelle de la durée d’incubation des 
AI, celle-ci étant dépendante du niveau d’immunosuppression des patients et de la charge 
aspergillaire dans l’air (Hope et al., 2005; Nicolle et al., 2011 ; Bénet et al., 2013). Une AI 
sera considérée nosocomiale si le délai entre l’admission et le diagnostic est >10 jours, 
d’origine indéterminée si ce délai était compris entre 1 et 10 jours et communautaire si le 
patient était symptomatique à l’admission. 
L’identification des cas d’infection à Aspergillus spp. est basée sur plusieurs facteurs tels 
que les données de pharmacie, les base médico-administratives, les données microbiologiques 
et les signalements par les cliniciens (Figure 22). Les données de la consommation 
d’antifongiques (VCZ, posaconazole, ITZ, caspofungine et AMB liposomale) sont recueillies 
auprès de la pharmacie de l’hôpital. Les  résultats positifs  des prélèvements mycologiques 
réalisés dans le cadre d’une suspicion d’infection fongique invasive sont screenés. Enfin, les 
praticiens hygiénistes en charge de cette surveillance restent vigilants au signalement des cas 
suspects d’aspergillose invasive par les cliniciens des services. 
Le recueil des données est réalisé via une fiche de recueil standardisée renseignant un certain 
nombre de données dont la plupart sont déjà collectées dans le cadre de la surveillance 
nationale des aspergilloses invasives par le Centre National de Référence Mycoses et 
Antifongiques (CNRMA) : 
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x Données démographiques (sexe, date de naissance, service, chambre, IPP et n° de 
séjour) 
x Histoire de la maladie : date et motif d’hospitalisation, antécédents (notamment 
immunosuppression, hémopathie, pathologie respiratoire chronique, greffe, cancer 
évolutif…) ; 
x Traitement(s) immunosuppresseur(s) et/ou corticothérapie en cours : molécule, dates, 
doses ; 
x Présentation clinique de l’AI : signes infectieux et délais de ces signes par rapport à 
l’entrée, traitements mis en place… ; 
x Données mycologiques : date et type du premier prélèvement positif, résultat de 
l’examen direct et de la culture, espèce d’Aspergillus spp. 
x Données biologiques : si antigénémie positive, date du prélèvement, autres liquides 
testés et positivité ; 
x Données d’imagerie (TDM thoracique ou sinusienne) : date et aspect de l’imagerie ; 
x Traitement antifongique ; 
x Evolution : statut vital, date et cause du décès le cas échéant. 
 
Une saisie informatique des fiches est réalisée sur un serveur informatique commun 
permettant la réalisation de recherche rétrospective afin d’objectiver une colonisation 
ancienne.  
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Figure 22. Organisation du recueil, de la saisie et de l’analyse des données de surveillances d’aspergilloses invasives réalisée par l’UHE.  
(Adaptée du protocole de surveillance des aspergilloses invasive au groupement hospitalier Edouard Herriot) 
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OBJECTIFS 
L’objectif principal de cette étude est de corréler et d’évaluer l’association entre la 
concentration des spores d’Aspergillus fumigatus dans l’environnement extérieur et intérieur 
des pavillons hospitaliers, mais également avec la coexistence de cas cliniques, lors de 
travaux majeurs de déconstruction au GHC-HEH afin de proposer des recommandations 
d’amélioration (pratiques & techniques). Pour cela, une surveillance prospective de la 
contamination fongique à Aspergillus fumigatus de l’air extérieur et intérieur, mais aussi des 
investigations épidémiologiques des patients à risque ont été mis en place au sein de l’hôpital. 
Un certain nombre d’objectifs secondaires spécifiques ont été évalués : 
- Evaluer l’influence des conditions météorologiques sur la colonisation extérieure et 
intérieure à A. fumigatus 
- Déterminer la diversité génétique et évaluer les liens pouvant exister entre les souches 
d’A. fumigatus cliniques et environnementales collectées 
- Evaluer la susceptibilité aux azolés et à l’amphotéricine B d’isolats d’A. fumigatus 
retrouvés chez des patients et dans l’air de notre hôpital durant la période d‘étude 
Au final, ces résultats devraient permettre de créer un modèle complet permettant une 
connaissance améliorée de la nature et de la variabilité génétique spatio-temporelle de la 
contamination à Aspergillus fumigatus de l’air et de l’impact des conditions météorologiques 
sur leur répartition (Figure 23). Ces prérequis sont nécessaires à l’amélioration des pratiques 
professionnelles (procédure entretien, mise en place des dispositifs de prévention) et des 
méthodes de surveillance pertinente pour l’évaluation du risque.   
Plus globalement, cette étude s’inscrit en santé publique dans la recherche sur l’exposome, 
correspondant à la totalité des expositions à des facteurs environnementaux que subit un 
organisme humain. Ainsi le renforcement des connaissances sur les liens entre exposition 
fongique et la santé des patients, ceci dans l’environnement hospitalier, apparaît nécessaire 
afin de capitaliser ces connaissances globales, dans la thématique de l’exposologie (Escher et 
al., 2017) (Figure 23). 
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Figure 23. Schéma global représentant les principales connexions existantes entre l’aérocontamination fongique 
environnemental et le patient lors de travaux à l’hôpital 
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MATERIEL ET METHODES 
I) Protocole de l’étude (article protocole) 
 
Il s’agit d’une étude prospective à Groupement Hospitalier Centre (GHC)- HEH. Une 
surveillance environnementale et clinique a été mise en place entre février et décembre 2015, 
durant les travaux de déconstruction du pavillon H.  
 
La surveillance environnementale a consisté à réaliser un monitoring de l’air à 
l’intérieur et à l’extérieur des unités à risque à l’aide de deux méthodes de prélèvement d’air : 
cultivable et non cultivable. Une surveillance clinique a également été réalisée tout au long de 
l’étude par les médecines hygiénistes de l’unité  d'hygiène, épidémiologie et prévention, 
GHC. Une collection d’isolats cliniques et environnementaux d’A. fumigatus a été réalisée 
tout au long de ces surveillances et congelée à -20°C. 
 
En 2016, l’identification microbiologique des colonies d’A. fumigatus conservées a été 
réalisée par séquençage du gène de la β-tubuline. Fin 2016 - début 2017 la collection d’isolats 
cliniques et environnementaux ont été génotypés par la méthode multiple-locus variable-
number tandem-repeat analysis (MLVA) et leur susceptibilité aux antifongiques 
(amphotericine B, itraconazole, voriconazole) a été évaluée par la méthode Etest.  
 
L’ensemble du protocole environnementale, clinique mais également la réalisation de la surveillance 
météotologique a été rédigé sous forme d’un article  intitulé: «Monitoring of clinical strains and 
environmental fungal aerocontamination to prevent invasive Aspergillosis infections in 
hospital during large deconstruction work: a protocol study». Cet article a été soumis à BMJ 
Open le 06 Juin 2017 en tant que protocole d’étude. Il a été accepté avec révisions mineurs 
(septembre 2017). 
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ARTICLE EN COURS 
Pour répondre aux objectifs de cette thèse, les résultats des travaux effectués sont 
présentés sous leur format d’article publié, soumis ou en cours. 
I) Article 1  
Evaluation of preventive measures efficacy and meteorological parameters impacts on 
Aspergillus aerocontamination in hospital environment during major deconstruction 
works 
Evaluation de l’efficacité des mesures de prévention et de l’impact des paramètres 
météorologiques sur l’aérocontamination environnementale à Aspergillus à l’hôpital 
durant une période de travaux majeurs.  
 
En France, lors de travaux en établissement de santé, des mesures de prévention sont mises en 
œuvre afin de réduire l’exposition des patients au risque fongique dégagé par le chantier. Le 
diagnostic du risque aspergillaire potentiel pour chacun des services de l’établissement prend 
principalement en compte la nature des travaux, la situation du service par rapport au chantier 
et la spécialité du service concerné.  
En effet, la présence d’un chantier de démolition peut augmenter la charge fongique de l’air 
d’un taux de 105 (Streifel et al.,1983). De même, les facteurs météorologiques semblent 
influencer la concentration de spores fongiques dans l’air (Cavallo et al.,2013 ; Pilmis et al., 
2017). 
Récemment, l’étude de Brenier Pinchart et al., a permis de mettre en avant l’importance du 
respect des mesures de protection pour diminuer l’exposition des patients aux spores 
fongiques. Cependant, cette étude reste limitée à un service très protégé (hématologie) or 
l’épidémiologie des infections fongiques invasives changent depuis quelques années, 
apparaissant chez des patients non-neutropéniques, traités aux long cours par corticostéroïdes 
ou des traitements immunosuppresseurs (Gangneux et al., 2008). Ainsi, lors de travaux, des 
mesures de prévention du risque aspergillaire sont également à implémenter et contrôler dans 
certains services de médecine conventionnels exposés au chantier. Afin de détecter les 
variations de concentrations fongiques dans l’air, il est suggéré de réaliser des prélèvements 
environnementaux extérieurs et intérieurs (Cheng et al., 2001).  
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Dans cette étude, plusieurs services considérés à risque, incluant des réanimations et 
des services de médecine conventionnels ont été surveillés par le biais de prélèvement 
environnementaux extérieurs (porche du bâtiment) et intérieurs (chambre et couloir) 
permettant la réalisation de ratios de contamination environnemental à Aspergillus spp. 
« Extérieur versus Intérieur ». De même l’impact des de la variation des paramètres 
météorologiques sur la contamination à Aspergillus intérieure et extérieure ont été étudiés.  
 
Ainsi, l’objectif principal de cette étude était d’évaluer l’efficacité des mesures de 
prévention mise en place dans les différents services pour réduire la contamination 
environnementale  intérieure à Aspergillus spp. L’impact de la variation des paramètres 
météorologiques sur la contamination à Aspergillus intérieure et extérieure a également été 
étudiée.  
 
Ce travail a été réalisé pour la partie prélèvement durant la première année de ma thèse 
et pour la partie analyse, les deux dernières années. Mon implication personnelle a été de 
designer le protocole de l’étude, de réaliser la campagne de prélèvement environnementaux 
mais aussi d’analyser et interpréter les résultats microbiologiques obtenus. J’ai également 
participé à l’analyse et l’interprétation des résultats statistiques et participée à la rédaction de 
l’article 
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Evaluation of preventive measures efficacy and meteorological parameters impacts on 
Aspergillus aerocontamination in hospital environment during major demolition works 
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Introduction 
Invasive fungal infections is a major threat in immunocompromised patients due to the 
substantial economic cost of patient care and to their high incidence and related mortality.1,2 
Its epidemiology has changed in recent years, surfacing in non-neutropenic hosts treated with 
corticosteroids or life-long immunosuppressants.3,4 Fungal infection occurs through inhalation 
of airborne conidia spores with various consequences such as immune-allergic reactions or 
invasive aspergillosis (IA) caused by filamentous fungi such as opportunistic fungi 
Aspergillus. 5,6 Spores may be suspended during demolition and exposed 
immunocompromised patients to severe invasive aspergillosis (IA).7,8 Specific guidelines of 
protective measures against fungal contamination must be applied during all construction 
activity in healthcare establishment.9-11 In the 80’s an epidemiological retrospective study, 
conducted at our hospital (Edouard Herriot hospital, France,) which was undergoing 
renovations, highlighted the importance of protective measures for clinical units in order to 
limit fungal dispersion.12 Similarly, a quasi-experimental study was realized at our hospital 
between 2005 and 2006 and permitted to emphasize the importance of environmental factors 
monitoring in case of IA prevention.13 
Since now, only few studies have evaluated the impact of outdoors parameters like 
meteorological factors or indoor factors such as preventive measures taken, on fungal 
contamination.14-16 However to our knowledge no study has evaluated the efficacy of 
protective measures implemented during construction works on reducing Aspergillus 
contamination, by testing the relation between Aspergillus aerocontamination outdoor and 
indoor units.  
So, in this context, the demolition of the central block (6 ha) of our hospital while care 
activities continued in the near blocks has let place to the implementation of outdoor and 
indoor monitoring strategies to limit fungal exposure. The aim of this study was to evaluate 
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the efficacy of protective measures in reducing Aspergillus contamination in the indoor 
environment of hospital units during demolition works. Its secondary objectives were to 
determine whether internal factors or outdoor factors could influence the indoor 
contamination at Aspergillus. 
 
METHOD 
Site and time of surveillance 
Edouard Herriot hospital is a 800 beds (9,000 hospital stays per year) University affiliated 
hospital built in the 1930s in Lyon, France. The hospital is composed of 32 independent 
blocks on a 15.5 ha site and is involved in a major renovation program (video in the 
supplementary Appendix). A block of 0,6 ha located at the center of the hospital has been 
entirely demolished in 2015 to let place to the construction of 2.5 ha new building composed 
of technical equipment (operating rooms, intensive care units (ICUs), heliport). Three periods 
of demolition were realized in 2015: Gutting and asbestos removing between January and 
June (Period A), the demolition of the floors in July and August (Period B) and finally the 
excavation and earthmoving from September to December (Period C).  
Environmental surveillance 
A prospective environmental monitoring outdoor and indoor units was implemented in 
Edouard Herriot hospital out for a 11-months period from February 8th 2015 to December 17th 
2015 (Figure 1). This study included 8 medical wards for environmental sampling located 
around the deconstruction site of our hospital. Environmental survey was realized twice a day 
in 2 groups depending on their air handling system. A group of wards with fine particular 
filters composed of four (ICU-1 to ICU-4), one unit of kidney and pancreas transplantation 
(KPT) and a group of conventional wards with coarse filters composed of three different 
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medical wards (MU-1 to MU-3) (Figure 1). Each sample was gathered by agar impact 
sampler (Air Ideal®, bioMérieux, Marcy l'Etoile, France) with an air intake velocity of 
100L/min, in 90-mm diameter Petri dishes containing Sabouraud Chloramphenicol agar. Two 
plates were seeded at each sample site. Each outdoor plate was seeded for 1 min. Indoor 
plates were seeded for 2½ min, resulting in air volume of 250 L. One of these plates was 
incubated for 48 h at 37°C to grow thermotolerant A. fumigatus species.17  The other plate was 
incubated for 5 days at 30°C to allow growth of all fungi. Colonies were then counted and 
identified at the genus level on the basis of macroscopic and microscopic characteristics 
(lactophenol blue-stained preparations). The data are expressed as colony-forming units per 
cubic meter. The study protocol has been described in detail elsewhere (BMJ Open) and this 
study described surveillance results.  
Preventive hygiene measures during building work 
Several preventive measures were taken in units. Doors and windows just in front of 
demolition site were maintained closed on days and allowed for opening at night. Patient and 
medical staff movements were limited and special traffic patterns were designed. 
Furthermore, masks were mandatory outside wards to limit fungal exposure. Adhesive 
decontamination carpets were installed at the entry of wards. Finally, visitor, patient and 
medical staff were alerted about fungal exposure due to the demolition site. In case of high 
fungal exposure, intensive cleaning was realized. Then at each sampling time, two parameters 
of behavioral practices were recorded, the presence of unit or room doors left open and the 
presence of open windows. 
Preventive measures were also implemented outdoor, at the demolition site to limit 
fungal dispersion. Construction site team received information about IA risks. Works were 
mandatory in humid environment by regular humidification. Furthermore, ruined buildings 
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rubbles were humidified and covered for evacuation. Circulation pattern for rubbles 
evacuation was also designed. Damp cleaning of demolition site roads were frequently 
realized with, in addition, cleaning of trucks wheels.  
 
Statistical analysis 
Fungal load were reported as mean±SD (n; min-max). The mean and SD were retained 
because the median often equaled 0 due to the skewed distribution. The ratios of indoor 
Aspergillus spp contamination on outdoor contamination were computed for each type of 
ward: with or without fine air filtration. The percentage of negative and positive sample for 
different fongal strains (Aspergillus Fumigatus/other Aspergillus spp/ other filamentous fungi) 
were computed. 
Association between Aspergillus spp contamination and covariates (construction works, 
behavioral practices, sample location) were performed using binomial regression with 
presence of Aspergillus spp as response (Y) and with log link to expressed results in terms of 
relative risk (RR). Interactions of covariates on Aspergillus spp presence were tested in the 
full model before fitting additive model. Results in terms of RR were reported for the final 
simplified model. Firstly periods and sample location (outdoor, indoor with or without air 
filtration) were taken as covariate to study the effect of demolition work and samples location 
on Aspergillus spp presence. Secondly the behavioral practices were taken into account in the 
regression by defining a new covariate with 5 levels: outdoor samples, the combination of the 
variable indoor location (with or without air filtration) and the variable behavior (doors and 
windows closed / doors or window opened). The full binomial regression was fitted with 
covariates period and group to study the effect of behavioral practices on Aspergillus spp 
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presence adjusted for period. Logistic regression was used to study the effect of 
meteorological conditions on Aspergillus spp. contamination. P-values <0.05 was considered 
statistically significant. 
RESULTS 
Environmental filamentous fungal flora sampled  
A total of 3709 air samples were realized between February 23th, 2015 to December 
17th, 2015. During this 11-months study, the numbers of air samples collected were of 1744 
outdoor, 1156 indoor (conventional) units with coarse air filtration and of 809 indoor 
(protected) units with fine air filtration systems. Fungal floras were found in 2308 of 3709 
samples. Aspergillus spp. was identified in 41.1% of the air samples with A. fumigatus being 
the most common species retrieved (66.7%) (Figure 2). 
Aspergillus spp. concentrations during the 3 demolition periods 
Aspergillus spp. were found in 1,089 of 1,899 samples dedicated to it analysis. 880 samples 
were collected outdoor, 594 indoor units with coarse air filtration and of 425 indoor units with 
fine air filtration systems. The presence of A. fumigatus was specifically studied and showed 
the same trend than Aspergillus spp. among groups of units, during the demolition periods 
(Figure ). However, during the period of building floors demolition and the beginning of the 
excavation, A. fumigatus was not the species of Aspergillus the most retrieved.  
Mean values and ranges of Aspergillus spp. loads of air samples collected outdoor and 
indoor units during the 3 different demolition periods are presented in table I. The mean load 
of Aspergillus spp. collected in outdoor samples varied during gutting and asbestos from 8.6 
to 15.5 CFU/m3, between 20.1 and 22.3 CFU/m3 in building floors demolition and from 44.1 
to 117.5 CFU/m3 in excavation and earthmoving period. 
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The presence of Aspergillus spp was significantly associated with the demolition 
periods (p<10-24, additive model) and the sample location (p<10-73, additive model) without 
significant interaction (p=0.59, full model) i.e. the period effect on Aspergillus spp presence 
was similar for each location. Whatever the location Aspergillus spp had 1.25 (95% IC 1.08-
1.44) times more chances to be present in period B than period A. Similarly, Aspergillus spp 
had 1.77 (95% IC 1.58-1.97) times more chances to be present during the excavation and 
earthmoving (period C) than period A. 
Analyze of location effect on Aspergillus spp presence whatever the risk period 
permitted to observe that group of wards with fine air filtration was significantly less 
contamined than the group of  conventional wards with only coarse filtration system. The risk 
of Aspergillus spp presence was 3.14 (95% IC 2.51-3.93) higher indoor without than with fine 
air filtration system. Similarly, the risk of Aspergillus spp presence was 1.33 (95% IC 1.19-
1.49) times higher outdoor than indoor without particular air filtration. 
Influence of preventive measures in reducing environmental Aspergillus 
aerocontamination 
During all the study, ratios Outdoor vs Indoor (O/I) of Aspergillus spp. loads were 
calculated for the two groups of units (Table II). Ratios (>1) of both groups displayed a 
decrease of Aspergillus spp. loads inside except for two cases (ratios of 0.83 and 0.85), 
demonstrating the efficacy of fine air filtration applied to indoor units. The lowest O/I ratios 
(0.83 and 0.85) were found for the group of units with and without fine air filtration during 
March and May respectively where indoor peaks of Aspergillus spp. (March: 581 CFU/m3 
and May: 514 CFU/m3) were found in one unit belonging to the group. The largest differences 
for the O/I ratios were found in October (83.24) and November (75.31) only in wards with 
fine air filtration in autumn during the excavation and earthmoving. The preventive measures 
- 128 - 
recommended indoor units, (in particular maintaining unit entrance door and all windows 
closed) to prevent dust and spores from entering were implemented in our hospital between 
March and April 2015. 
The presence of doors or open windows in units was associated with an increase in the 
risk of Aspergillus spp presence adjusted for period even when units had fine filtration air. 
Interaction of period and group was not significant (p=0.27). When door or windows were 
open the risk of Aspergillus spp presence was multiplied by 1.80 (95% IC 1.05-3.09, p = 0.03) 
for units with fin air filtration and by 1.34 (95% IC 1.08-1.65, p = 0.007) for units without 
fine air filtration. In these two types of units the risk of Aspergillus spp presence increased 
outdoor compared to indoor: by 4.73 (95% IC 3.58-5.59, p<10-39) and by 1.44 (95% IC 1.26-
1.65, p<10-6) respectively. The contamination mean confirmed these results except for the 
units with fine air filtration during the demolition of floor period because of the hot weather in 
summer and the weak Aspergillus spp contamination whatever the opening status (1.58 and 
1.33) (Table 3).  
Meteorological factors variations during the study periods 
Demolition periods highly correspond with season: End of winter-Spring: Gutting and 
asbestos removing (Period A), summer: floors deconstruction (Period B) and Autumn – 
beginning of winter (cold season): excavation and earthmoving (Period C). Consequently, we 
evaluate the impact of meteorological factors on Aspergillus spp. contamination according to 
each demolition period. Meteorological parameters and variations in outdoor according to the 
period of demolition work are shown in Supplementary Appendix (Table SI). The outdoor 
relative humidity was variable during the study period with the higher mean value of 70.1% 
(SD 15.8) during the excavation and earthmoving step (period C). The lowest mean of 43.4% 
(SD 13.8) was found during the major heatwave in period B. Wind speed mean was during 
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the 3 periods of demolition steps over 10 km.h-1 and ranged between 10.9 and 15.7 km.h-1. 
The two more frequent wind directions were North and South.  
 
Impact of meteorological parameters on Aspergillus aerocontamination 
We found that some outdoors factors influenced significantly the probability of indoor 
Aspergillus spp. level (Table IV). For outdoor contamination (n=880), relative humidity 
(p=0.04), rainfall (p=0) and temperature (p=0.05) have a significant effect on Aspergillus spp. 
contamination Table IV (A)). Similar results were obtained for Aspergillus spp. indoor 
contamination (n=1111) in the 8 wards around demolition site (Table IV (B)). In multiple 
analysis, relative humidity was significant during the 2 periods: Gutting and asbestos 
removing (Feburary to June, p=0.003) and excavation and earthmoving period in autumn 
(p=0.001). During demolition of building floors, wind direction coming from South (vs 
North) highly influenced indoor Aspergillus spp. contamination (RR=1.7 IC95% (1.1-2.8), 
p=0.01). In excavation period, corresponding to Autumn and beginning of colder season, 
relative humidity was associated with a decreased of indoor contamination (RR=1.2, IC95 %( 
1.1-1.3), p=0.001).  Univariate analysis also highlighted the importance of relative humidity 
on relative risk presence of Aspergillus spp (Fig. S2 in the supplementary appendix).  
Outdoor, relative humidity seem associated with temperature (Fig. S2 (A)) resulting in high 
relative risk of Aspergillus spp. presence when temperature are low (<15°C) and relative 
humidy is high (between 70-100%). Interestingly, low relative risk of Aspergillus spp. 
presence could also be associated with high temperature (20-37°C) and high relative humidity 
(between 70-100%). So, high temperatures seems to decrease relative humidity influence on 
Aspergillus spp. presence.  Indoor relative risk of Aspergillus spp. presence could be 
associated with intermediate relative humidity (between 20-60 and high relative humidity 
(>70%) inside building seems to decrease Aspergillus spp. contamination (Fig. S2 (B)).  
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DISCUSSION 
During a 11-month period, environmental fungal contamination indoor and outdoor 
high risk units was prospectively monitored to evaluate whether preventive measures taken 
during demolition works were effective enough to reduce environmental contamination 
indoor. Some outdoors factors as the type of demolition works and the variations of 
meteorological parameters, but also internal factors by evaluation of preventive measures 
compliance were recorded.  
As found by several recent studies, non-Aspergillus fungi were the most frequently 
recovered fungi .18-19 Indeed, positive samples with Aspergillus were monthly recovered from 
28 to 64.3% of samples. From those samples, A. fumigatus was globally the most frequently 
fungi recovered with percentage ranging from 11.5 to 41.6%. Higher values Aspergillus with 
low A. fumigatus percentages during excavation corresponding to autumn season confirming 
previous studies.18 
Only few studies have monitored Aspergillus spp. level indoor and outdoor units of 
hospital. A 12-months surveillance in Dijon hospital showed an outdoor mean of Aspergillus 
of 10.7 CFU/m3 (range: 4-20).18 Another study in Europe (Italy) have recorded Aspergillus 
loads from outside hospital environment ranging from 0 to 18.1 CFU/m3.16 To our knowledge, 
no study were realised in a demolition work background. In our study, monthly loads of 
Aspergillus spp. recovered outside varied from 8.6 to 117 CFU/m3 with a global mean of 33.3 
CFU/m3. These results showed higher values, which could be, in part, explain by the major 
demolition works background happening during all the study.  
Monthly indoor Aspergillus loads found in group of units with fine particle air 
filtration varied from 0.3 to 9.4 CFU/m3 (due to a peak of 581 CFU/m3), with a global mean 
of 2.2 CFU/m3. Higher values were found in group of conventional units, equipped of only 
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coarse filtration, with monthly means varying from 0.7 to 19.9 CFU/m3 and a global mean of 
6.9 CFU/m3. Those data are in agreement with other studies showing differences in 
contamination between conventional and protected units.15,20  
However, for both group of units, indoor air was always found less contaminated than 
outdoor. Our study showed this relationship between outdoor and indoor (O/I) levels of 
Aspergillus spp. by weekly and monthly establishment of (O/I) ratios. Thus, ratios are hardly 
helpful to evaluate indoor factors contribution to limit environmental contamination, like 
preventive measures, which principally consisted in maintaining door entrance and windows 
closed.15,21 Ratios (O/I) of both groups confirmed the efficacy of preventives measures 
applied inside units to reduce the indoor environmental contamination coming from outside. 
Group of protected units, including 4 ICUs and one transplantation unit, were more protected 
than conventional units from outdoor contamination, except during end of February and 
March. In fact, global protective measures were only applied in end of March in all units, 
which could explain the differences obtained in (O/I) ratios of February and March. A higher 
differences in (O/I) ratios were observed between both group of units in June, corresponding 
to the beginning of monthly surveillance reports diffusion of those ratios by the infection 
control units of our hospital. These practises clearly help infection control practitioners to 
manage the conformity of preventive measures inside units.  
Some outdoor and indoor factors could also influence those (O/I) ratios. In our study, 
variations in outdoor Aspergillus loads seem to be influences by the type of demolition works 
and seasons, parameters that are highly associated. Higher outdoor loads were found in 
August, which also correspond to the beginning of excavation and earthmoving period (period 
C).22 During period B of building floors demolition, a high heatwave happened in Lyon, 
which seems to have limited emission of spores. Or maybe, this could be related with the 
position of the sampler with respect to the position of the active demolition works.23 
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The relation between meteorological factors and outdoor variations in Aspergillus spp. 
Concentration in the environment has been described in many studies. An increase of 
contamination have been correlated with an increase of humidity and/ or temperature outside 
but also sometimes with an increase of wind speed.16,24-25 Most frequently, highest loads of 
outdoor Aspergillus spores have been associated with autumn and summer.15,22  
In our survey, Temperature and relative humidity influenced outdoor Aspergillus 
contamination. Surprisingly, we observe an increase of indoor Aspergillus contamination in 
association with high relative humidity only for 2 periods of deconstruction works 
corresponding to spring season. Autumn, where excavation and earthmoving were realised 
showed a decrease of indoor Aspergillus contamination inside units when it is raining or when 
outdoor relative humidity increase outside. This could be explained by the already high 
relative humidity conditions present in autumn, but also by the opening of heating systems 
inside units which seem to influence indoor environmental situation and may be help to 
respect obligation of closing of windows. During the demolition of building floors period in 
July and August, wind direction from South highly impacted Aspergillus presence indoor unit. 
South and North direction are the two main wind directions recovered in our study. These 
directions make spores crosses all through hospital. So it seems important to identify major 
wind direction crossing hospital in order to help implementation of prevention measures 
inside units. Interestingly, as found by Brenier Pinchart et al, the outdoor meteorological 
factors permitted to explain some variations in indoor Aspergillus contamination, even if 
some other internal factors have to be computed for a precise analysis. In general, those 
observations are in agreement with previous works 15,16 
Some behavioural practises were also monitored (each time an air samples was 
realized inside unit, opening of unit windows and door were recorded) in order to observed 
the influence on Aspergillus spp. contamination. Our results confirmed previous study of 
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Brenier Pinchart et al, showing a statistical influence of leaving open windows and door of 
the unit on Aspergillus spp. contamination level.  
This study has some limits, as no sampling could be realized before beginning of 
demolition works. Moreover, the presence of movable objects or the number of people during 
the sampling inside units could not be monitored.  
In conclusion, the large number of outdoor and indoor air samples collected allows us 
to assess efficacy of protective measures taken inside units for reducing environmental 
contamination. In protected and conventional units, protective measures implemented were 
efficient in reducing Aspergillus spp. loads. This study draws attention to the utility of 
maintaining doors entrance and windows of units closed to significantly reduce indoor 
contamination. Outdoors levels of Aspergillus are largely influenced by meteorological 
parameters and by the type of demolition works. According to our data, we recommended to 
realized demolition works, in particular excavation during winter and cold seasons. Our study 
also showed the utility of using (O/I) ratios and outdoor meteorological parameters, as 
prevention tools to assess Aspergillus environmental contamination indoor units.  
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Figure 1: Location of indoor and outdoor sampling site at Edouard Herriot Hospital, Lyon, 
2015 
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Figure 2: Percentage of positive samples in air and fungi repartition of environmental 
sampling, Edouard Herriot hospital, 2015. 
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Table II: Ratio of outdoor on indoor mean contamination of Aspergillus spp according to 
months and with or without fine air filtration 
Demolition 
period Month 
Ratio (Outdoor /Indoor) 
Wards with 
 fine air filtration 
Wards without  
fine air filtration 
Gutting and 
asbestos 
February 3.74 15 
March 0.83 2.19 
April 15.68 2.93 
May 12.65 0.85 
June 71.77 2.49 
Demolition of 
floors 
July 15.49 12.87 
August 8.69 7.13 
Excavation and 
earthmoving 
September 34.27 6.72 
October 83.24 10.07 
November 75.31 11.6 
December 70.64 4.82 
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Supplementary Appendix 
 
-Online video of Edouard Herriot demolition works in 2015: 
https://www.youtube.com/watch?v=Oa7xRufAnhQ 
Legend: This video represents a time lapse of demolition works of Edouard Herriot hospital, 
Lyon, France. This video represent one year (2015) of demolition works. 
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ARTICLE PUBLIE 
I) Article 2 
Comparison of the efficacy of two airborne disinfection products in reducing the 
Aspergillus fumigatus contamination from hospital false ceiling reservoirs 
Comparaison de l’efficacité de deux produits désinfectants par voie aérienne pour la 
reduction de la contamination à A. fumigatus des réseervoirs environnementaux des faux 
plafonds à l’hôpital. Article publiés en juin 2017 dans la revue Canadian Journal of Infection 
Control. 
 
 
A l’hôpital, l’augmentation de l’incidence des AI a pu être associée avec la présence 
de travaux d’infrastructures qui entraînent la remise en suspension des spores de 
l’environnement. Les faux plafonds ont pu être identifiés comme réservoir connus 
d’Aspergillus fumigatus.: principale espèce causant l’aspergillose invasive (Garcia-Vidal et 
al., 2008).  
 
La manipulation de ces faux plafonds lors de travaux de maintenance ou de rénovation 
augmente l’exposition des patients à proximité aux spores d’A. fumigatus et ainsi le risque 
d’acquérir une AI (Perraud et al., 2007). Afin de réduire le risque d’exposition des patients, ll 
est recommandé d’éliminer ces réservoirs environnementaux par la réalisation d’une 
désinfection adaptée. Certaines études ont montré le bénéfice de l’emploi de systèmes de 
désinfection des surfaces par voie aérienne pour le traitement de l’environnement hospitalier 
contre certaines bactéries tel que Clostridium difficile  mais aussi Pseudomonas aeruginosa 
etc (Barbut, 2015; Fu et al., 2012). Ces systèmes permettent d’atteindre quasiment toutes les 
surfaces d’un volume à traiter mais n’ont pas encore été évalués pour la désinfection des faux 
plafonds afin de réduire l’exposition des patients, lors de travaux de rénovation ou 
maintenance amenant à la manipulation des faux plafonds.  
 
Ainsi dans le contexte de prévision de travaux majeurs à l’hôpital universitaire Edouard 
Herriot à Lyon, une stratégie de mise en place de mesures préventives spécifiques pour 
réduire le taux de spores d’Aspergillus dans l’air a été établie. Un pavillon entier de l’hôpital 
devait être déconstruit, alors que l’activité des pavillons à proximité, hébergeant des patients à 
risque a été maintenue. Ainsi, afin de diminuer le risque d’exposition des patients aux 
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réservoirs environnementaux d’Aspergillus fumigatus l’efficacité fongicide de deux produits 
désinfectants a été comparée. Les deux produits appartenant à la famille des désinfectants par 
voie aérienne sont constitués pour l’un, anciennement utilisé à l’hôpital, principalement par de 
l’acide hydroxyacétique (#AD1) et le nouveau produit est composé de peroxyde d’hydrogène 
et d’acide peracétique (#AD2).  
 
Les deux objectifs de cette étude étaient les suivants :  
-Améliorer notre appréciation du risque d’exposition fongique des patients situés à proximité 
lors des travaux des faux plafonds dans un service en estimant la concentration d’A. fumigatus 
présente sur les dalles de faux plafonds de 4 chambres d’un service médicale.  
-Comparer l’efficacité des deux produits désinfectants (#AD1) et (#AD2) pour réduire la 
contamination à A. fumigatus des réservoirs environnementaux que constituent les faux 
plafonds 
 
Ce travail a été réalisé préalablement à la déconstruction du pavillon H. Mon implication 
personnelle a été de designer le protocole de l’étude, de réaliser la campagne de prélèvement 
environnementaux de surface des dalles de faux plafonds mais aussi d’analyser et interpréter 
les résultats microbiologiques obtenus. J’ai également participé à l’analyse et l’interprétation 
des résultats statistiques et participé à la rédaction de l’article.  
 
 
  
- 149 - 
- 150 - 
- 151 - 
- 152 - 
- 153 - 
ARTICLES SOUMIS 
I) Article 3 
Evaluation of Hirst- type spore traps in outdoor Aspergillaceae monitoring during large 
demolition work in hospital 
Evaluation du capteur Hirst pour le monitoring des spores d’Aspergillacées à l’extérieur 
Durant une période de travaux majeurs à l’hôpital. Article soumis à PlosOne en juillet 
2017. Accepté avec révisions en cours (septembre 2017). 
 
En France, lors de travaux à l’hôpital, des recommandations spécifiques sont à mettre 
en place; notamment une surveillance environnementale de l’air à l’intérieur des services à 
risque (guide).  
Plusieurs techniques de prélèvement d’air ont pu être évaluées, dont les principales 
sont la méthode par impaction, cyclonique ou de détection en temps réel. A l’heure actuelle, 
la méthode par impaction reste le gold standard utilisé à l’hôpital lors des surveillances 
environnementales en permettant l’identification du genre et de l’espèce des souches 
observées. La qualité des données obtenues avec cette méthodologie, appelée également 
méthode cultivable est dépendante du biocollecteur et du milieu de culture, mais également du 
protocole d’analyse (température et temps d’incubation) utilisé (Méheust et al., 2013; Boff et 
al., 2012). Cependant, cette méthode reste limitante du fait du temps nécessaire à la 
réalisation et analyse du prélèvement mais également du coût du personnel dédié.  
 
Dans le domaine de l’aérobiologie, d’autres collecteurs d’air, permettant de monitorer 
en continue, utilisent également cette méthode par impaction. Ceux sont les collecteurs 
conçus sur le design original du collecteur Hirst (Hirst, 1952). L’air est aspiré à un débit de 
10L/min et impacté sur une bande adhésive de cellophane défilant devant la buse d’aspiration. 
Les spores ainsi collectés ne peuvent pas être remis en culture, c’est une méthode dite « non-
cultivable ». Cette méthode permet d’évaluer les taux d’Aspergillacées dans l’air (Aspergillus 
spp. + Penicillium), mais ne permet pas de reconnaitre les spores au niveau de l’espèce mais 
uniquement du genre 
 
Plusieurs études d’aérobiologie ont évaluées l’efficacité de ces méthodes de 
prélèvement par impaction (cultivable et non-cultivable) pour le suivi environnementale 
extérieur des spores fongiques dans l’environnement (Fernandez-Rodriguez et al., 2014 ; 
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Tormo Molina et al., 2013). Récemment, une étude préliminaire, précédent les travaux de 
déconstruction a été conduite dans notre hôpital afin d’évaluer l’efficacité de ces capteurs de 
type Hirst pour la surveillance des taux d’Aspergillacées à l’extérieur et à l’intérieur des 
unités. Deux capteurs étaient situés à l’extérieur des bâtiments et un était dans un service 
(service des greffés rénaux) (Figure 24). Cette étude a montré une utilisation limitée de ces 
collecteurs à l’intérieur des services et n’a pas permis de corréler les résultats des deux 
collecteurs (méthode cultivable et non-cyltivable) utilisés à l’extérieur des pavillons pour la 
mesure de l’aérocontamination à Aspergillacées. Cependant, cette étude a confirmé les 
résultats de Brenier-Pinchart et al., qui ont observé que l’intérieur des services était fortement 
influencé par les taux d’aérocontamination extérieurs. Ainsi, la surveillance environnementale 
extérieure pourrait servir de système d’alerte pour prévenir les pics d’aérocontamination 
fongique dans les services mais également guider les hygiénistes et infectiologues pour la 
mise en place et gestion des mesures préventives lors de travaux.  
 
 
Figure 24. Localisation des capteurs Hirst de l’étude préliminaire réalisée en automne à l’hôpital Edouard Herriot 2013 
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De plus, certains experts ont suggérés que la concentration de spores était plus faible 
lorsqu’on était en hauteur, pouvant ainsi être associé avec un phénomène de dispersion 
(Gangneux JP et al 2012; Tormo Molina R et al 2013). Ainsi, il pourrait y avoir une échelle 
de risque variable selon la hauteur et la localisation des services mais également la hauteur à 
laquelle sont réalisés les travaux. 
 
L’objectif principal de notre étude était d’évaluer l’utilité d’un capteur Hirst pour la 
surveillance environnementale extérieure du taux d’Aspergillacées à l’hôpital, lors de travaux 
majeurs de déconstruction. Les données   
Les objectifs secondaires étaient i) de corréler les résultats obtenus de 
l’aérocontamination extérieure à Aspergillacées par les méthodes cultivable (capteur situé au 
niveau du sol) et non cultivable (capteur situé à environ 10 m du sol), ii) de déterminer 
l’impact des facteurs météorologiques sur ces taux retrouvés par les deux méthodes. 
 
Cette étude a été réalisée au cours de la première année de thèse, en parallèle du monitoring 
environnementale fait avec l’aérobiocollecteur. Mon implication dans ce projet a été le design 
du protocole, le changement de tambour toutes les semaines, mais aussi l’analyse des données 
envoyées par la société Analyzair®. J’ai participé à l’analyse statistique des données ainsi qu’à 
l’écriture de l’article.  
 
 
- 156 - 
- 157 - 
- 158 - 
- 159 - 
- 160 - 
- 161 - 
- 162 - 
- 163 - 
- 164 - 
- 1
65
 - 
- 166 - 
- 167 - 
- 168 - 
- 169 - 
- 170 - 
- 171 - 
- 172 - 
- 1
73
 - 
- 1
74
 - 
- 175 - 
II) Article 4 
Multi-locus variable number tandem repeat analysis of clinical and environmental 
isolates of Aspergillus fumigatus during one-year period of deconstruction work in a 
hospital in Lyon, France 
 Epidémiologie moléculaire des souches d’Aspergillus fumigatus isolées dans 
l’environnement et chez des patients infectés et/ou colonisés lors de travaux majeurs à 
l’hôpital. Article soumis en septembre 2017 Journal of New England Medicine 
 
A l’heure actuelle, le gold standard des méthodes de génotypages permettant d’étudier 
l’épidémiologie moléculaire des isolats entres eux reste les techniques utilisant des Short 
Tandem repeat (ST)( Klaaseen et al., 2009). La technique Multiple Locus Variable-Number 
Tandem-Repeats (MLVA) est basée sur l’amplification par PCR de séquences répétées (6 à 
100 pb) en tandem et dénommées VNTR (Variable Number Tandem Repeat).  
Cette technique, décrite pour la première fois en 1997 sur Haemophilus influenzae  a 
depuis connue un essor important (Van Belkum et al., 1997). En effet, la MLVA s’est 
imposée comme outil de Santé Publique pour la surveillance de nombreux pathogènes, mais 
aussi pour la détection d’épidémies et de leurs potentielles sources (Wuyts et al., 2013 ; Liu et 
al., 2017). Thierry et al a développé cet outil pour A. fumigatus permettant la réalisation 
d’enquêtes épidémiologiques rapidement. Cette technique s’est avérée facile d’utilisation et 
très discriminante.  
 
Plusieurs études ont déjà investiguées les relations existantes entres isolats d’A. 
fumigatus d’origine clinique et environnementale à l’hôpital dans le cadre d’enquêtes 
épidémiologiques (Guinea et al., 2011 ; Guarro et al., 2005). Cependant, peu d’étude ont pu 
élucider la question cruciale de savoir si les isolats cliniques retrouvés chez les patients ont été 
acquises depuis l’environnement hospitalier et si ces isolats pourraient provenir d’un seul et 
même réservoir (Bonnal et al., 2015).  
 
C’est pourquoi, dans le contexte des travaux à HEH, une collection d’isolats 
environnementaux et cliniques d’A. fumigatus ont été collectés durant les différentes phases 
de travaux et génotypés. Les objectifs de cette étude ont été de déterminer la diversité 
génétique d’Aspergillus fumigatus et d’évaluer les liens pouvant exister entre les souches 
cliniques et environnementales collectées. 
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Ce travail a été réalisé la dernière année de cette thèse. Mon implication personnelle a été de 
réaliser la campagne de prélèvements environnementaux mais également de réaliser 
l’identification moléculaire de la collection d’A. fumigatus testée. La MLVA a été réalisée par 
l’équipe Dynamyc de Créteil. J’ai participé à l’interprétation des résultats de génotypage 
obtenus. J’ai également participé à l’analyse des données (réalisation de Minimum Spaning 
Tree) et à  la rédaction de l’article.  
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III) Article 5 
Prospective survey of azole drug resistance among environmental and clinical isolates of 
Aspergillus fumigatus in a French university hospital during major deconstruction  
Etude prospective de la susceptibilité aux azolés d’isolats environnementaux et cliniques 
d’A. fumigatus dans un hôpital universitaire français durant une période de travaux 
majeurs. Article soumis en juin 2017 à la Revue Medical Mycology. En attente des 
commentaires des reviewers. 
 
Annuellement, Aspergillus est estimé responsable de problèmes de santé chez des 
millions de personnes dans le monde et d’AI chez approximativement 200 000 d’entre eux 
(Kosmidis et al., 2015 ; Vervweij et al., 2015). Le taux de mortalité chez les patients atteints 
d’AI infectés par des souches résistantes passe de 30-50% normalement, à plus de 80% (van 
der Linden et al., 2011). Les antifongiques azolés constituent la première ligne de traitement 
contre ces infections. Ainsi, l’émergence des résistances aux azolés complique la prise en 
charge de ces patients.  
 
Actuellement, environ 90% des cas de résistance aux azolés retrouvé chez A. 
fumigatus ont pu être reliés à des mutations du gène CYP51A, codant pour l’enzyme 14-α-
déméthylase, cible des azolés (Bowyer et al., 2011). Ces mutations ont principalement étaient 
décrites chez des patients suivant un traitement azolé au long cours, mais aussi chez des 
patients azole-naïf, pour qui la résistance est supposée acquise par le biais de l’environnement 
(Garcia-Rubio et al., 2017). Deux mutations de ce gène, acquise dans l’environnement sont 
principalement retrouvées dans le monde TR34/L98H et TR36/Y121F/T298A.  
Une plus forte prévalence de ces mutations a cependant été retrouvée en Europe et en 
Asie par rapport au reste du monde. Bien que certaines parties du monde n’aient pu à l’heure 
actuelle réaliser d’études précises sur la thématique, cette répartition peut être expliquée par la 
consommation importante des fongicides en Europe de l’Ouest et en Asie. Ces régions du 
monde comptent pour respectivement 37% et 24% de la consommation mondiale (Stensvold 
et al., 2012). Ainsi cette forte pression de sélection exercée par les fongicides pourrait 
expliquer les différences de taux de prévalence des souches d’A. fumigatus azole résistantes 
retrouvées dans le monde (Rocchi et al., 2015).  
 
En France, peu d’études ont été réalisées (Figure 25). Elles ont pu observer une 
prévalence de la résistance aux azolés chez des isolats cliniques allant de 1,8% à 8%. 
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Seulement une étude a permis de retrouver la mutation TR34/L98H chez un isolat d’A. 
fumigatus provenant du sol (Rocchi et al., 2014). De plus, il est actuellement difficile 
d’obtenir une vraie estimation de la prévalence en France, du fait que la susceptibilité des 
isolats d’A. fumigatus n’est pas évaluée en routine dans les établissements de santé français.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 25. Liste d’études françaises non exhaustive, ayant évaluées la susceptibilité aux azolés d’isolats cliniques et 
environnementaux d’A. fumigatus 
  
L’objectif de ce travail était d’évaluer la susceptibilité aux azolés d’isolats d’A. 
fumigatus retrouvés chez des patients et dans l’air de notre hôpital durant une période d‘un an, 
dans un contexte de travaux majeurs afin de détecter la présence de possible réservoirs 
environnementaux pouvant être source d’isolats résistants aux azolés.  
 
Cette étude a été réalisée durant la deuxième année de thèse, à partir de la collection d’A. 
fumigatus conservés au laboratoire. Mon implication dans ce travail a été le design de l’étude, 
la réalisation des Etests selon le protocole fournis par le laboratoire de Parasitologie-
Mycologie de l’hôpital de la Croix Rousse à Lyon. J’ai également participé à l’analyse des 
résultats et à l’écriture de l’article. 
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DISCUSSION 
Au fil des années, les établissements de santé sont de plus en plus fréquemment confrontés à 
des travaux de construction/déconstruction dans le but de moderniser leurs structures et 
équipements afin d’assurer la meilleure prise en charge possible des patients. En période de travaux, 
la mise en suspension des spores d’Aspergillus constitue un facteur de risque reconnu de développer 
une aspergillose invasive (AI). A l’heure actuelle il reste difficile d’évaluer les facteurs pouvant 
influencer cette dispersion. De même, les connaissances restent limitées en ce qui concerne les liens 
pouvant exister entre l’exposition environnementale engendrée par des travaux et l’apparition de cas 
d’infections chez les patients. Durant l’année 2015, un pavillon entier de notre hôpital (6000 m2 – 
60 lits) a été entièrement démoli sans arrêt de l’activité de soins au niveau des pavillons 
environnants. 
L’approche proposée dans notre étude pour évaluer la dispersion d’Aspergillus lors de 
travaux repose sur la réalisation d’une surveillance environnementale par 2 méthodes différentes, 
associée à un monitoring des paramètres météorologiques. Enfin, pour évaluer et caractériser les 
relations pouvant exister entres les souches cliniques et les souches environnementales d’A. 
fumigatus retrouvées pendant la période de travaux, le profil génétique des souches a été évalué 
ainsi que leur susceptibilité aux antifongiques.  
1) Evaluation de l’efficacité des mesures de prévention pour réduire l’aérocontamination 
environnementale et influence des facteurs météorologiques sur la dispersion d’Aspergillus 
(article 1). 
Les champignons filamenteux ubiquitaires, saprophytes Aspergillus spp. sont responsables 
d’infections opportunistes au pronostic parfois sévère tel que l’AI. Les espèces à l’origine d’AI sont 
majoritairement A. fumigatus (> 80 %), puis les espèces A. flavus, A. terreus, et plus rarement A. 
nidulans (Garcia-Vidal et al., 2008). La contamination se fait par inhalation des spores qui sont 
aéroportées dans l’air et qui peuvent ainsi pénétrer les voies aériennes jusqu’au niveau alvéolaire et 
engendrer une aspergillose pulmonaire invasive (Marr et al.,  2002). Aspergillus est responsable 
d’environ 200 000 AI par an dans le monde (Denning et al., 2011b; Denning et al., 2013). Malgré 
un traitement approprié, le taux de mortalité des AI reste élevé : 28,5% (Bitar et al., 2014). 
Il a été démontré que l’environnement a un impact direct sur l’incidence des infections 
aspergillaires (IA). Une étude interventionnelle contrôlée conduite en 2005-2006 a montré qu’en 
délocalisant les patients d’une unité d’hématologie dans un environnement protégé par surpression, 
le taux d’infections aspergillaires diminue significativement (13,6% à 1,6% ; p<0.018) (Bénet et al., 
2013). Des études ont également mis en évidence que le taux d’Aspergillus dans l’environnement 
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variait en fonction de la température extérieure et de l’humidité (Cavallo et al., 2013; Mahieu et al., 
2000; Li et al., 1995). Ainsi, de multiples facteurs semblent influencer la contamination 
environnementale à Aspergillus à l’hôpital, constituant ainsi des situations à risque pour les patients 
hospitalisés.  
La présence de travaux (terrassement, construction, manipulations de faux plafonds…) dans 
l’environnement hospitalier accentue l’émission de spores et constitue une situation à risque 
d’infection aspergillaire (Nicolle et al., 2011).C’est pourquoi lors de travaux dans un établissement 
de santé, il est recommandé de mettre en place une cellule dédiée pour évaluer le niveau de risque 
aspergillaire et d’organiser mettre en place des mesures de prévention : confinement des travaux, 
fumigation, installation de filtres HEPA (High Efficiency Particulate Air filter), protection des 
patients, mise en place de surveillance environnementale…(Hygiènes 2011). En France, peu 
d’études ont permis d’évaluer l’efficacité de ces mesures de protection sur l’aérocontamination 
environnementale à Aspergillus (Fournel et al., 2010; Brenier-Pinchart et al., 2009).Les limites 
souvent retrouvées sont, soit un nombre insuffisant de prélèvements environnementaux, uniquement 
réalisés dans un service précis, soit ou encore l’absence de prélèvements environnementaux à la fois 
extérieurs et intérieurs.  
Dans cette étude, nous avons réalisé durant 11 mois une surveillance environnementale, par 
prélèvements d’air extérieurs et intérieurs de 8 unités différentes localisées tout autour du pavillon 
en démolition au sein de notre hôpital. Au total 3709 prélèvements d’airs provenant de l’extérieur 
pour 1744 et de l’intérieur pour 1965 prélèvements (n=1156 unités conventionnelles sans traitement 
d’air particulier), n=809 unités protégées, avec une filtration d’air pour particules fines) ont été 
collectés. Cette importante campagne de prélèvements réalisée pendant les 3 périodes de 
déconstruction dans notre hôpital a permis de calculer des ratios de contamination à Aspergillus 
« Extérieur vs Intérieur » pour évaluer l’efficacité des mesures de prévention, principalement 
maintien des fenêtres et portes de l’unité fermées. Ainsi, les services protégés (réanimations et 
transplantation) étaient moins contaminés par Aspergillus que les services conventionnels pour 
lesquels le risque de présence d’Aspergillus était RR=3,14 (95% IC 2,51-3,93, p<10-24) plus élevé. 
Le risque de présence  d’Aspergillus à l’extérieur était RR=1,33 fois plus important qu’à l’intérieure 
des services protégés (95% IC 1,19-1,49). Les barrières physiques et mesures de préventions 
propres aux types de services jouent un rôle dans la prévention de la contamination fongique 
intérieur (Mahieu et al., 2000). Récemment, Brenier-Pinchart et al, ont montré une corrélation 
positive (r=0,0126, p=0,31) entre l’ouverture des portes de l’unité et la contamination de la flore 
fongique de l’air. Dans ce travail, une observation du nombre de portes et fenêtres laissées ouvertes 
alors que les mesures de précautions recommandaient de les maintenir fermées, a été réalisée lors de 
chaque prélèvement intérieur. Ainsi, le non-respect des mesures de précautions a pu être associé 
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avec une augmentation du risque de contamination à Aspergillus de respectivement 1,80 (95%IC 
1,05-3,09, p=0,03) et 1,34 (95% IC 1,08-1,65, p=0,07) pour les unités conventionnelles (sans 
traitement air particulier) et les unités dites protégées (avec une filtration d’air pour particules 
fines).  
Un monitoring des paramètres météorologiques extérieurs a également été réalisé afin d’évaluer 
l’impact de ces derniers sur la probabilité de présence d’Aspergillus à l’extérieur mais également à 
l’intérieur des services. Les résultats obtenus confirment ceux de la littérature (Cavallo et al., 2013; 
Li et al., 1995) montrant l’influence de plusieurs paramètres météorologiques dont les principaux 
sont la température et l’humidité relative. Un effet de la vitesse du vent sur la contamination 
extérieure à Aspergillus a également été retrouvé (Li et al., 1995) avec une probabilité de présence 
d’Aspergillus deux fois plus faible à l’extérieur lorsque la vitesse du vent est faible (<25Km/h). Au 
contraire de l’étude de Pilmis et al., qui a montré un impact de la température sur la contamination 
extérieure globale à Aspergillus, les facteurs météorologiques extérieurs ayant significativement le 
plus d’impact dans notre étude étaient l’humidité relative et la température. L’humidité relative 
influence significativement la contamination extérieure à Aspergillus lorsqu’il y a des températures 
moyennes (15-20°C) ou faibles (<15°C). Son effet est moindre lorsque les températures sont 
importantes (20-37°C). L’outil météorologique se confirme être un outil simple et utile pour aider à 
prévenir le risque aspergillaire et permettre ainsi une bonne gestion des mesures de prévention dans 
les unités.  
Cependant, cette étude a été réalisée pendant des travaux majeurs de déconstruction répartis en 3 
périodes, au sein de notre hôpital. Contrairement à l’étude de Pilmis et al., les périodes de travaux 
semblent également influencer la contamination d’Aspergillus à l’extérieur (p>10-24). Le risque de 
contamination à Aspergillus était 1,25 (95% IC 1,08-1,44) fois plus important lors des travaux de 
démolition des étages que lors de la phase de curage/désamiantage du bâtiment. De même, ce risque 
était 1,77 (95% IC 1,58-1,97) fois plus important durant les travaux d’excavation terrassement que 
lors du curage/désamiantage. Dans notre étude, les paramètres météorologiques et les périodes de 
travaux sont fortement associés aux saisons puisque le curage/désamiantage a eu lieu entre Février 
et Juin, la démolition des étages en Juillet-Août et l’excavation terrassement entre Septembre et fin 
Décembre 2015. Ainsi, des travaux de déconstruction réalisés pendant les périodes fraîches (hiver) 
semblent moins à risque.  
Cette étude a permis de démontrer l’efficacité des mesures de prévention (barrières physiques 
tels que fermeture des fenêtres et portes) pour réduire la contamination environnementale à 
Aspergillus influencés par les facteurs météorologiques et les travaux. Le monitoring des 
paramètres météorologiques s’est également révélé être un outil pouvant aider à prédire les pics 
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d’Aspergillus et ainsi améliorer la mise en place et la gestion des mesures de prévention au sein des 
services. Les principales limites de ce travail sont l’absence de prélèvements à l’extérieur de 
l’hôpital, hors période de travaux, mais également l’absence de mesure des paramètres 
météorologiques à l’intérieur des unités. Une des perspectives possibles de ce travail serait 
d’essayer de corréler les données sur la concentration des particules de pollution enregistrées à 
Lyon en 2015 avec la contamination à Aspergillus. Grinn-Gofroń et al., a ainsi pu prédire les pics 
de certains champignons (Alternaria – Claddosporium) à partir des données de pollution 
enregistrées 3 jours avant.  
2) Comparaison de deux produits désinfectants pour réduire le risque aspergillaire avant 
travaux des faux plafonds (article 2). 
Depuis les années 1980, les faux plafonds sont reconnus comme réservoir environnemental 
d’Aspergillus spp. et leur manipulation lors de travaux a pu être associé avec la présence 
d’épidémies d’AI à l’hôpital (Perraud et al., 1987; Krasinski et al., 1985). Encore récemment, dans 
l’étude de Reboux et al., 4 pics d’aérocontamination à A. fumigatus allant de 58 à 400 CFU/m3 ont 
pu être associés à des travaux à l’hôpital au niveau des faux plafonds. Afin de réduire la présence 
d’Aspergillus spp. dans l’air lors de travaux de rénovation des faux plafonds, la mise en place de 
mesures de protection est recommandée dont les principales sont l’installation de barrières 
physiques ou de systèmes de filtration d’air, mais également l’ajout d’une surveillance 
environnementale et clinique (Hygiènes 2011; Chang et al., 2014).Cependant, la manière la plus 
efficace de prévenir le risque d’AI est de réduire l’exposition des patients en éliminant les réservoirs 
d’Aspergillus spp. par une désinfection appropriée (Dancer et al., 2009).  
Dans cette étude, la concentration d’A. fumigatus présente sur les dalles de faux plafonds de 
4 chambres d’un service médical vide du pavillon avant déconstruction a été déterminée montrant 
une contamination moyenne, significativement similaire, des chambres de 8,4 CFU/m2. Ces 
résultats confirment la position de réservoir des faux plafonds, montrant une présence homogène 
d’A. fumigatus sur les dalles de faux plafond des chambres investiguées. L’efficacité de deux 
produits désinfectants (#AD1) (LCB Food Safety) et (#AD2) (Laboratoires ANIOS) a été comparé 
pour réduire la contamination à A. fumigatus des réservoirs environnementaux que constituent ces 
faux plafonds (Loeffert et al., 2017). Pour autant que nous sachions, cette étude est la première à 
évaluer l’efficacité de systèmes de « désinfection par voie aérienne » pour  réduire la contamination 
à A. fumigatus au niveau des faux plafonds. Le produit (#AD2) est apparu être le plus efficace pour 
réduire la contamination au niveau des dalles avec une réduction observée de 66% après 
désinfection contre 16% pour (#AD1). Cette différence peut être due à la différence de composition 
des produits mais également au mode d’aérosolisation du produit. En effet le produit (#AD2) est 
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principalement constitué d’acide peracétique et de peroxyde d’hydrogène diffusé par vapeur humide 
alors que le produit (#AD1) est constitué d’acide hydro-acétique diffusé par vapeur sèche. Le 
produit (#AD2), nouvellement testé dans notre hôpital a démontré une efficacité à réduire la 
contamination à A. fumigatus des dalles de faux plafonds plus importante que l’ancien produit 
(#AD1) utilisé ponctuellement.  
Les limites de cette méthode de désinfection par voie aérienne sont le temps nécessaire à la 
réalisation de la désinfection par voie aérienne (dépendant du produit et du fournisseur) mais aussi 
la nécessité de l’appliquer au sein d’une chambre vide avec obstruction des portes, fenêtres et 
bouche de ventilation pendant la durée de la désinfection (selon les recommandations de 
l’entreprise) (Falagas et al., 2011). Cependant, lors de travaux de rénovation, de modernisation ou 
de démolition d’une partie d’un service hospitalier ou d’un bâtiment entier, les locaux où sont 
réalisés les travaux sont vides. Ainsi, la réalisation d’une désinfection par voie aérienne avec un 
produit adapté (AD#2) avant travaux pourraient aider à diminuer le risque d’exposition à A. 
fumigatus pour les patients situés à proximité. Une perspective de ce travail serait de déterminer la 
cinétique de re-contamination des dalles après désinfection afin de pouvoir recommander un délai 
avant travaux dans lequel appliquer cette méthode de désinfection par voie aérienne.  
 
 
3) Evaluation de nouveaux outils pour la surveillance environnementale permettant de servir 
de système d’alerte lors de travaux à l’hôpital (article 3). 
Lors de travaux de démolition, une augmentation de la charge fongique extérieure jusqu’à 105 
fois plus importante a pu être observée, par rapport au taux avant démolition (Streifel et al., 1983). 
Or, les taux de charge fongique extérieures influencent fortement la contamination fongique 
retrouvée à l’intérieure (Brenier-Pinchart et al., 2009). C’est pourquoi, lors des travaux à l’hôpital, 
il est recommandé de réaliser un monitoring de la contamination fongique environnementale afin de 
prévenir l’apparition d’infection fongique invasive (IFI) chez les patients immunodéprimés exposés 
à ce risque (Gangneux et al., 2012; Muñoz et al., 2001). Ainsi, mesurer la contamination 
environnementale extérieure pourrait permettre de prévenir la contamination intérieure en servant 
de « système d’alarme » (Dananché et al., 2017).  
A l’hôpital, le gold standard utilisé pour mesurer l’aérocontamination fongique dans 
l’environnement est la méthode dite « cultivable », par l’utilisation d’un aérobiocollecteur (Nesa et 
al., 2001; Méheust et al., 2013). Cependant cette méthode est contraignante et nécessite un 
personnel dédié pour le temps de prélèvement et d’analyse. De plus, le temps d’incubation 
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permettant de dénombrer et d’identifier les colonies est long, ralentissant la mise en place de 
mesures de précautions adéquates. Ainsi, le délai nécessaire à la détection d’une augmentation de 
charge fongique dans l’air, expose de manière prolongé les patients au risque d’infection fongique 
invasive. 
Il existe d’autres méthodes de monitoring de l’aérocontamination fongique dites « non 
cultivables » par l’utilisation de collecteurs volumétriques tels que le collecteur Hirst (Hirst, 1952). 
Ce collecteur est capable de monitorer les Aspergillacées (=Aspergillus spp. + Penicillium spp.) en 
continue sans l’aide d’une action humaine. L’étude de Dananché et al., a servi d’étude préliminaire 
au sein de notre hôpital afin d’évaluer l’utilité de ces collecteurs pour mesurer la contamination à 
Aspergillacées présente dans l’environnement hospitalier intérieur et extérieur. Les résultats ont 
montré une faible efficacité des collecteurs Hirst par rapport à l’aérobiocollecteur (Air Ideal, 
bioMérieux®) dans l’environnement intérieur. Cependant, l’efficacité de cette technique comme 
outil de surveillance de l’environnement extérieur nécessitait d’être approfondi. C’est pourquoi, 
deux collecteurs Hirst ont été mis en place durant la période de travaux de déconstruction de notre 
hôpital. Les capteurs étaient placés sur le toit de deux bâtiments, un pavillon de notre hôpital, face 
au chantier de déconstruction qui était en cours et le deuxième à Gerland, situé quelques kilomètres 
au Sud de notre hôpital sans travaux durant la période d’étude (servant ainsi de témoin de contrôle).  
L’utilité d’un capteur Hirst pour la surveillance environnementale extérieure du taux 
d’Aspergillacées à l’hôpital, lors de travaux majeurs de déconstruction a ainsi été évaluée. Le 
capteur Hirst de HEH a ainsi montré sa capacité à détecter des taux différents de ceux du capteur de 
Gerland (témoin) en étant sensible aux travaux l’environnant. De plus, le capteur situé à HEH a 
montré des taux d’Aspergillacées plus haut durant la journée que la nuit, avec en moyenne, pour 
chaque période de travaux deux pics durant la journée pouvant correspondre aux pics d’activité du 
chantier (11h et 15h pour les périodes A et B et seulement 11h pour la période C). Ces données sont 
importante pour aider à la gestion des mesures de préventions à appliquer chez les patients 
immunodéprimés, rappelant l’importance de porter un masque FFP2 à l’extérieur mais également 
de maintenir les fenêtres fermées durant la journée afin de réduire l’exposition des patients.  
Ces données extérieures continues obtenues par la méthode non-cultivable (capteur situé à 
environ 10 m du sol) ont également été corrélées avec les résultats obtenus lors de 
l’aérocontamination extérieure à Aspergillacées mesurée par la méthode cultivable (capteur situé au 
niveau du sol). Pour cela, seules les données du capteur Hirst correspondant aux horaires de 
prélèvements réalisés à l’aide de l’aérobiocollecteur ont été prises en compte (le matin entre 10-12h 
et l’après-midi entre 14-16h). Contrairement à l’étude de Fernández-Rodríguez et al., une 
corrélation faible entre les données des deux méthodes a pu être observée (r=0.26, p=0.0475) sur 
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une période de 109 jours correspondant à la période de déconstruction C (excavation et 
terrassement). Cependant ceci peut en partie s’expliquer par la différence de hauteur à laquelle sont 
situés les deux capteurs. En effet, lors de la période de démolition des étages (Période B), les 
travaux étaient réalisés à plusieurs mètres du sol (les étages de l’ancien pavillon), soit plus proche 
du capteur Hirst qui lui était placé à environ 15 m de haut. Ainsi, le capteur Hirst a été capable de 
détecter d’importants pics d’Aspergillacées qui n’ont pas été retrouvés par les prélèvements avec 
l’aérobiocollecteur réalisés au niveau du sol (environ 60 cm du sol). Au contraire, 
l’aérobiocollecteur a détecté un nombre plus important de pics d’Aspergillacées que le capteur Hirst 
lors de la période d’excavation terrassement (Période C) où les travaux étaient réalisés au niveau du 
sol et plusieurs mètres en dessous du niveau du sol. Durant cette période de travaux, une faible 
corrélation entre les pics détectés par les deux méthodes a été observée, qui peut être expliquée, 
malgré l’importante différence de hauteur entre le capteur Hirst et la localisation des travaux, par la 
tendance qu’ont les spores à suivre un mouvement de dispersion vers le haut (Tormo et al., 2013).  
Ainsi, cette étude a mis en évidence l’importance de la hauteur à laquelle placer le capteur 
en fonction du type de travaux. C’est un point méthodologique important afin d’améliorer le 
monitoring de la contamination à Aspergillus extérieure mais aussi intérieure. En effet, selon le type 
de travaux réalisés, la hauteur et distance à laquelle se trouvent les services est à prendre en compte. 
Les limites de ce travail sont en particulier l’absence de prélèvements avant le début des travaux à 
HEH, mais aussi l’impossibilité de réaliser des prélèvements avec l’aérobiocollecteur à côté du 
capteur Hirst (difficulté d’accès au toît où se trouvait le capteur Hirst).  
Enfin, la dernière partie de cette étude était d’explorer l’impact de la variation des 
paramètres météorologiques sur la contamination extérieure à Aspergillacées observé avec la 
méthode cultivable et non-cultivable. Nos données correspondent à celles de la littérature (Tormo et 
al., 2010; Fernández-Rodríguez et al., 2014). Les Aspergillus sont connus pour avoir une croissance 
optimale entre 30 et 35°C et une humidité relative d’environ 70%. Ainsi une température trop 
importante ou trop faible auront un effet négatif sur la présence d’Aspergillus, tout comme une trop 
forte ou faible humidité relative. Par exemple, durant la période de démolition des étages en juillet 
et août 2015, il y a eu une importante canicule à Lyon. Durant cette période, seul le capteur Hirst a 
détecté des pics important et l’augmentation de 20% de l’humidité relative à l’extérieur avait ainsi 
pour impact l’augmentation de la probabilité de présence d’Aspergillacées multiplié par 1.21. 
Globalement ces données (Aspergillacées) corrèlent avec les données observées pour l’influence 
des paramètres météorologiques sur la probabilité de présence d’Aspergillus spp (1ère partie de cette 
discussion /article 1) 
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Les deux méthodes ont montré des données similaires sur l’impact des facteurs météorologiques sur 
la contamination extérieure à Aspergillacées. Cependant, les périodes de travaux évaluées dans cette 
étude correspondent aux saisons ce qui peut influencer l’analyse des données. Cet outil simple, 
pourrait permettre d’aider à prévenir les pics d’Aspergillacées et ainsi améliorer la mise en place et 
le suivi des mesures de protection lors de travaux à l’hôpital. 
 Cependant, une de limites de ces capteurs est leur coût. En effet, des études coût bénéfice sont 
nécessaires pour évaluer au mieux l’apport de ces capteurs. Une autre limite de cette méthodologie 
est la même qu’avec les aérobiocollecteurs : le délai d’analyse des données. En effet, même si ce 
délai est réduit par rapport aux méthodes viables (aérobiocollecteur) du fait de l’absence 
d’incubation, il existe toujours un temps d’analyse au microscope optique des segments impactés.  
 
4) Evaluation des relations génétiques entre les souches cliniques et environnementales d’A. 
fumigatus (article 4). 
Le choix de la technique de génotypage pour évaluer les relations génétiques entre les isolats repose 
principalement sur des critères tels que la reproductibilité, le pouvoir discriminant et la practicité de 
la technique. Dans les recommandations actuelles du choix de la technique, un pouvoir discriminant 
basé sur l’index de Simpson (DI) ≥0.95 est préconisé (van Belkum et al., 2007). Plusieurs 
techniques ont déjà été évaluées et comparées pour l’étude de la diversité génétique d’A. fumigatus 
(Vanhee et al., 2010; Vanhee et al., 2009; de Valk et al., 2007; Balajee et al., 2008; de valk et al., 
2009). Parmi ces études, il a été observé que les techniques basées sur le polymorphisme de 
marqueurs microsatellites présentent les meilleurs résultats (Klaaseen et al., 2009).  
 C’est pourquoi lors de ce travail nous nous sommes interessés à une méthode de typage 
nouvellement adapté pour les Aspergillus : la MLVA, décrite et mise au point par l’équipe 
Dynamyc (EA 7380 Dynamyc, Ecole nationale vétérinaire d’Alfort, Université Paris Est Créteil, 
Créteil, France) (Thierry et al., 2007). Cette technique basée sur le polymorphisme de 10 marqueurs 
VNTR a montré un pouvoir discriminant important (DI) 0.993. L’analyse par MLVA de la 
collection de 394 isolats d’A. fumigatus (n=383 isolats environnementaux et n=11 isolats cliniques) 
a permis d’identifier 234 génotypes différents. L’analyse par MST des génotypes obtenus a permis 
de mettre en évidence/ confirmer un rôle de l’environnement hospitalier dans l’infection ou la 
colonisation des patients par la présence de profils génétiques similaires entre les isolats cliniques et 
environnementaux.  
En effet, 7 isolats cliniques provenant de 5 patients différents partagent le même génotype 
que des isolats environnementaux provenant aussi bien de l’intérieur que de l’extérieur des 
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pavillons hospitaliers. Certains de ces génotypes (5/7) ont d’ailleurs été premièrement retrouvés 
dans l’environnement avant d’être retrouvés chez le patient. Un génotype a été retrouvé au niveau 
d’un isolat environnemental, 12 jours avant de coloniser le patient dans le couloir de la même unité 
où se trouvait hospitalisé le patient. Ainsi, cette technique a permis de par son pouvoir discriminant 
de confirmer le lien entre exposition environnementale et colonisation voir infection. D’autre part, 
l’analyse par MST a également permis de regrouper respectivement 99 et 115 isolats d’A. fumigatus 
dans 2 clusters. Ces isolats (environnementaux et cliniques) ont des génotypes très proches. En 
effet, ces isolats sont séparés les uns des autres par un seul VNTR de différent avec leur voisins. La 
présence de ces deux populations suggère la présence de deux sources principales d’A. fumigatus 
dans l’environnement. La présence de travaux de gros œuvre à proximité directe des lieux de 
prélèvement laisse penser que le bâtiment en déconstruction pourrait être à l’origine de la libération 
de réservoirs d’A. fumigatus. Cependant, ceci n’a pas pu être démontré.  
L’un des autres résultats marquant de cette étude est la présence de certains génotypes à 
différents lieux et moments. Un génotype a été retrouvé 14 fois en 6 mois. Il a été détecté 5 fois au 
niveau d’isolats environnementaux prélevés à l’intérieur des unités de 3 pavillons distincts et 8 fois 
à l’extérieur, tout autour du chantier (4 fois au nord du chantier, 1 fois à l’ouest et 2 fois au sud). Ce 
génotype a également été retrouvé au niveau d’un prélèvement clinique d’un patient diagnostiqué 
avec une colonisation. Ces résultats suggèrent la persistance de certains isolats dans 
l’environnement confirmant les résultats observés par de précédentes études (Guinea et al., 2011; 
Araujo et al., 2010). Afin de confirmer la prédominance ou la persistance de certains génotypes, il 
serait intéressant de réaliser une campagne de prélèvement d’air à la fin de la période de travaux 
dans notre hôpital.  
Cette étude a permis d’observer une grande diversité au sein des isolats environnementaux. 
Sur les 230 génotypes identifiés pour les isolats environnementaux, 169 ont été retrouvés qu’une 
seule fois. 20% des génotypes obtenus sont retrouvés aussi bien au niveau des isolats 
environnementaux prélevés à l’extérieur que à l’intérieur, témoignant de l’échange constant 
extérieur/ intérieur et ceci malgré la présence de mesures de préventions à l’intérieur des unités 
(fenêtres et portes des unités maintenues fermées).Cependant, aucun regroupement de génotype n’a 
pas pu être réalisé en fonction du lieu de prélèvement, ou de la période de travaux, ni même de la 
météo. Une perspective possible de ce travail serait de comparer les résultats de typage avec ceux 
d’autres régions françaises mais aussi d’autres pays afin d’identifier la répartition de ces génotypes 
et d’observer une possible « discrimination géographique ». En effet, certaines études ont déjà 
suggéré l’importance des facteurs écologiques et historiques locaux dans la diversité génétique de la 
population (Ashu et al., 2017; Thierry et al., 2007; Duarte-Escalante et al., 2009). Malgré tout, la 
plupart des études réalisées cette dernière décennie n’ont pas permis d’observer des liens entre des 
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isolats environnementaux et cliniques (Pringle A et al 2005 ; RydholmC et al et al 2006 ; Klassen et 
al., 2012) du fait des limites des techniques de génotypage utilisées, mais aussi de la taille de 
l’échantillon analysé ou encore la difficulté d’obtenir des isolats cliniques et environnementaux. 
Rares sont les études ayant permis d’observer des liens entre patients et environnement hospitalier 
(Bonnal et al., 2015; Mellado et al., 2000) et à notre connaissance, une seule étude a été réalisée 
dans un environnement hospitalier en travaux (Guinea et al., 2011). L’étude de Guinea et al (2011) 
a permis d’observer sur une collection de 109 souches d’A. fumigatus cliniques et 59 
environnementaux, 3 génotypes identiques entre isolats cliniques et environnementaux. Les isolats 
n’ayant été prélevés que dans une seule unité, aucun réservoir d’origine environnementale n’a pu 
être défini clairement.  
Dans notre étude, la technique MLVA a fait ses preuves, permettant d’établir un lien entre 
isolats cliniques et environnementaux. L’importante collection d’isolats environnementaux 
provenant de l’extérieur et de l’intérieur de 8 unités différentes a également permis d’observer la 
circulation de ces souches au sein de l’hôpital remettant l’accent sur la nécessité du respect des 
mesure de protection au sein des unités. Une des limites de cette étude est l’absence d’isolats 
prélevés avant et/ou après travaux mais également au niveau d’un autre site que cet hôpital, freinant 
l’étude des relations entre les isolats et leur possible origine. Ainsi, ces travaux n’ont pas permis de 
déterminer une origine environnementale précise des souches de nos 2 clusters mais l’hypothèse 
d’une source au sein du bâtiment en déconstruction ne peut pas être écartée. 
Cependant, les limites connues des techniques de génotypage, dont la MLVA, sont 
principalement dus aux différents modes de reproduction d’A. fumigatus mais également au niveau 
de différenciation génétique des populations d’A. fumigatus (Klaassen et al., 2012).  
 
5) Détermination de la susceptibilité aux antifongiques des souches cliniques et 
environnementales d’A. fumigatus (article 5). 
Depuis une dizaine d’années, une émergence de la résistance aux azolés des souches cliniques et 
environnementales d’A. fumigatus a été rapportée (Hagiwara et al., 2016; ECDC 2013). Le 
mécanisme impliqué repose sur des mutations au niveau du gène CYP51A codant pour l’enzyme 14-
α-déméthylase, cible des antifongiques azolés (Chowdary et al., 2014). Les deux principales 
mutations retrouvées sont : TR34/l98H et TR46/Y121F/T289A. Elles sont responsables de plus de 
80% des AI résistantes aux azolés et complique la prise en charge de ces patients en augmentant 
leur taux de mortalitéà 80% vs 30-50% lorsqu’elles sont absentes (Vermeulen et al., 2015; van der 
Linden et al., 2011). L’apparition de ces mutations a pu être corrélée avec la mise sur le marché 
agricole de fongicides composés de molécules triazolés (tebuconazole, propiconazole, 
bromuconazole…) (Rocchi et al., 2014). Ces molécules triazolées agricoles sont structurellement 
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identiques aux molécules azolés médicales et sont ainsi pointées comme responsable de 
l’acquisition des mutations du gène CYP51A (Snelders et al., 2012). L’étude de Stensvold et al., a 
mis en avant la consommation de ces fongicides, montrant ainsi que l’Europe de l’ouest représente 
37% de la consommation totale, soit plus d’un tiers de la consommation mondiale. Ces chiffres 
peuvent ainsi expliquer une partie de l’actuel relatif confinement de ces mutations à certaines 
parties du monde. 
En France, les données restent limitées sur la prévalence des souches d’A. fumigatus résistantes 
aux azolés, qui ne sont habituellement pas évalué en routine à l’hôpital. Récemment Rivero-
Menendez et al., a reporté une prévalence des souches résistantes allant de 0,85 à 10,6% des 
souches cliniques d’A. fumigatus. Au niveau des souches environnementales, une seule étude 
française a décrit la présence de la mutation TR34/l98H au niveau d’A. fumigatus retrouvé dans un 
prélèvement de sol en milieu agricole (Rocchi et al., 2014).  
 Au vu de ce contexte européen, la susceptibilité aux antifongiques azolés et à 
l’amphotéricine B a été évaluée pour la collection de souche d’A .fumigatus conservée dans ce 
projet. Au total, la susceptibilité aux antifongiques (ITZ, VCZ et AMB) a été testée pour 400 
souches d’A. fumigatus (n=388 environnementales et n=12 cliniques) par l’utilisation de bandelettes 
Etest® (bioMérieux®, Marcy l’Etoile, France) largement utilisée pour le screening des souches 
(Guinea et al., 2007; Alcazar-Fuoli et al., 2014). Les résultats ont montré que malgré l’importante 
diversité génétique retrouvée au sein de cette collection de souches, les CMI aux azolés et AMB 
étaient toutes ≤1μg/mL. Pas de CMI élevé n’a pu être observée. Ces résultats sont rassurants 
montrant que malgré la forte diversité génétique observée dans notre collection, il n’y a pas de 
résistance aux antifongiques. Cependant, l’étude d’Ashu et al., a identifié deux voies principales de 
dispersion des isolats d’A. fumigatus dites de « petite distance », par voie aérienne, ou de « grande 
distance », principalement par l’intermédiaire de l’action humaine (transport sur soit, sur des 
objets…). Ces hypothèses se confirment par l’identification de plusieurs mutations du gène 
CYP51A au niveau d’isolats cliniques, dans des études réalisées dans la moitié nord de la France 
(Morio et al., 2012; Choukry et al., 2015; Burgel et al., 2012), non loin des pays comme la 
Belgique, les Pays-Bas, le Danemark…qui sont eux largement touchés par la présence de 
populations d’A. fumigatus résistantes aux azolés (Vermeulen et al., 2015 ; Steinmann et al., 2015). 
Ainsi, l’idée d’une dispersion par voie aérienne ou par l’intermédiaire du transit humain entre la 
France et ces pays voisins européens de certains isolats d’A .fumigatus semble possible/ 
envisageable.  
Ainsi, cette étude a permis de faire un état des lieux de la susceptibilité aux antifongiques 
d’une collection de 400 souches d’A. fumigatus collectées à l’hôpital Edouard Herriot (zone 
 - 227 - 
urbaine). Au vu de nos résultats et de l’absence dans la littérature d’étude provenant de la moitié 
Sud de la France avec une forte prévalence d’isolats d’A. fumigatus résistants aux azolés, il 
semblerait que la France soit moins touchée que les pays situés au nord de l’Europe ayant une 
politique de gestion des fongicides différente. Ainsi, la prévalence d’isolats résistants semble plus 
importante dans la moitié Nord de la France, du fait de leur contact avec des pays européens plus 
touché.  
Afin de s’assurer de l’absence de souches résistantes à Lyon et ses environs, il serait 
intéressant d’évaluer des souches provenant de prélèvements de terre de différents terrains agricoles 
situés aux alentours de Lyon. De plus, l’étude de Zhang et al., a récemment mis en évidence 
l’apparition d’une nouvelle mutation du gène CYP51A (TR463/Y21F/M172l/T298A/G448S), 
entraînant la résistance aux azolés au niveau d’A. fumigatus. L’émergence de cette mutation, 
retrouvée dans l’environnement mais également au niveau clinique remet l’accent sur l’importance 
de monitorer et contrôler l’évolution de ces mécanismes de résistance. Au vu du contexte mondial, 
il paraît important de suivre les recommandations de l’ECDC (2013) préconisant une évaluation 
régulière et continue de la susceptibilité aux antifongiques de souches d’A .fumigatus 
environnementales mais également cliniques.  
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CONCLUSION & PERSPECTIVES 
Ce travail a été réalisé en partenariat avec différents services médicaux de HEH, du 
laboratoire de Parasitologie et Mycologie de la Croix Rousse et l’équipe Dynamic de la faculté de 
médecine de Créteil. Cette thèse est l’une des premières études prospectives pluridisciplinaires au 
niveau national. Ces dix dernières années, une augmentation croissante du nombre de travaux et de 
leur niveau de risque a pu être observée et associée avec un taux d’AI qui diminue (Berthelot et al., 
2006). Cette diminution peut être due à l’amélioration des pratiques et recommandations mais aussi 
à la mise en place de surveillance environnementale et clinique (Kanamori et al., 2015). L’étude de 
Reboux et al., dans laquelle 2706 prélèvements environnementaux ont été réalisée entre 2002 et 
2012, confirme l’importance de la mise en place d’une surveillance environnementale, soulignant 
que même si elle ne permet pas de prévenir tous les risques d’AI, son absence pourrait réduire la 
vigilance des personnels.   
Depuis 2006, 4 études françaises ont réalisés une surveillance environnementale lors de 
travaux à l’hôpital avec un nombre de prélèvement environnementaux variables, 2010 pendant 2 ans 
(Pilmis et al., 2017), 3653 prélèvements en 8 ans (Berthelot et al., 2006), 1301 prélèvements en 6 
mois (Fournel et al., 2010) et 2706 prélèvements en 10 ans (Reboux et al., 2014). Dans ces études, 
aucun lien entre les cas cliniques d’AI et les travaux à l’hôpital n’a pu être établi. Ainsi, ces données 
soulignent l’absence de standardisation de la surveillance environnementale, les difficultés à la 
mettre en place au sein de l’hôpital et également la nécessité de récolter de nouvelles données afin 
de mieux apprécier les liens entre l’environnement et les patients.   
 Lors de nos travaux de recherches, un nombre important de prélèvements environnementaux 
(3885 en 11 mois) ont été réalisés afin d’obtenir de nouvelles données statistiquement significatives 
sur la dispersion d’Aspergillus spp. Différentes approches ont été étudiées pour tenter d’apporter 
des pistes d’amélioration des recommandations actuelles de surveillance environnementale 
d’Aspergillus spp mais aussi de mise en place des mesures de précautions au sein des unités 
hébergeant des patients à risque.   
Au total, l’importante campagne de prélèvements environnementaux réalisée à l’extérieur et 
à l’intérieur des unités pendant les travaux a permis de confirmer une efficacité des mesures de 
précautions mises en place pour réduire l’aérocontamination intérieure à Aspergillus spp. Cette 
surveillance a également permis à l’équipe d’hygiène de réaliser des bulletins hebdomadaires et 
mensuels de surveillance sur le risque aspergillaire. Ce suivi régulier aidait à la bonne gestion de la 
mise en place et contrôle des mesures de précautions dans les unités en permettant de détecter des 
taux plus importants de contamination dans certaines unités. Cependant, malgré une apparente 
efficacité des mesures de précautions appliquées pour réduire l’aérocontamination intérieure des 
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unités, des génotypes similaires ont pu être retrouvés entre des isolats d’A. fumigatus cliniques et 
environnementaux prélevés à l’extérieur et à l’intérieur. Aucune résistance aux antifongiques azolés 
n’a été détectée au sein de notre collection de souches cliniques et environnementales d’A. 
fumigatus mais la découverte récente de nouvelles mutations et de leur dispersion possible par 
l’intermédiaire de l’action humaine ou par dispersion dans l’air, renforcent le besoin d’évaluer de 
manière plus régulière la prévalence de la résistance en France. Ces similarités retrouvées pour 7/11 
isolats cliniques soulignent l’importance du respect et de la bonne gestion des mesures de 
précautions à appliquer dans les unités tels que la fermeture des ouvrants des unités à risque. Les 
résultats de surveillance environnementale obtenus avec la méthode non-cultivable ont également 
confirmé l’importance du respect de la fermeture des fenêtres durant la journée  mais aussi 
l’obligation du port de masque pour les patients de passage à l’extérieur en montrant la présence de 
pics de spores fongiques pouvant correspondre à des pics d’activité du chantier à 11h et à 15h. 
Durant la nuit, l’autorisation d’ouverture des fenêtres est en accord avec nos résultats montrant des 
taux de contamination extérieurs beaucoup plus faible que dans la journée.  
Enfin, les trois résultats permettant d’apporter des pistes d’amélioration simples pour 
prévenir le risque aspergillaire lors de travaux à l’hôpital sont le suivi régulier des variations des 
paramètres météorologiques, l’importance d’anticiper la hauteur à laquelle sont réalisés les travaux 
mais également l’utilité d’une désinfection avant démolition des faux plafonds. En effet, l’étude de 
l’influence des paramètres météorologiques extérieurs sur la contamination extérieure et intérieure à 
Aspergillus spp. semble pouvoir permettre de prédire les pics de contamination. Ainsi, le suivi des 
prévisions météorologiques pourrait permettre d’aider à planifier les périodes les plus à risque pour 
pouvoir renforcer et gérer au mieux les mesures de précaution à mettre en place.  
Concernant la hauteur de réalisation des travaux, notre étude a démontré que si les travaux 
sont réalisés a plusieurs mètres du sol (dans les étages d’un bâtiment), les services qui seront le plus 
exposés aux spores fongiques dégagés par le chantier seront ceux situés à la même hauteur ou plus 
haut encore. Lors de travaux en hauteur (étages), les services des bâtiments aux alentours situés au 
rez-de-chaussée ou au premier étage sont moins exposés que ceux situés en hauteur. De même, la 
hauteur à laquelle est placé le collecteur d’air pour le suivi environnemental des travaux doit être 
étudié en fonction de la hauteur à laquelle se passent les travaux. Ces deux paramètres semblent 
importants à confirmer au cours d’études futures mais représentent des pistes d’amélioration non 
négligeable à la prévention et gestion du risque aspergillaire lors de travaux à l’hôpital.  
Les résultats obtenus de la contamination des dalles à A. fumigatus, avant/après désinfection 
par voie aérienne montrent l’efficacité de certains produits pour éradiquer les réservoirs 
environnementaux avant manipulation de ces derniers lors de travaux de rénovation ou 
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déconstruction…Ainsi dans certaines configuration de travaux, lorsqu’une partie de l’unité 
seulement est en travaux mais qu’il reste des patients à risque à proximité direct, il semble 
important d’éradiquer les réservoirs environnementaux pour diminuer le risque de dispersion des 
spores fongiques durant les travaux.  
Enfin, le respect des mesures de précautions imposées aux entreprises de démolition et 
construction mais aussi aux services a été fondamental dans cette étude. Les résultats de ces travaux 
transversaux ont été permis grâce à l’implication de l’ensemble des professionnels (personnel 
médical, ingénieurs en charge des travaux, mycologistes, personnel soignant, direction de l’hôpital 
etc) qui sont restés vigilants tout au long de l’étude.  
Les perspectives individuelles, propres à chaque étude réalisée dans cette thèse ont été 
discutées plus haut. Cependant, de manière globale, ces travaux ont permis de collecter un nombre 
important de données qui n’ont pas pu être toutes analysées et évaluées au sein de cette thèse. Ainsi, 
quelques perspectives possibles de ces travaux seraient de calculer des seuils d’alerte  de 
contamination intérieure à A. fumigatus afin de prévenir le risque d’AI chez les patients en fonction 
des services (conventionnels, protégés etc). De même, il existe peu de données permettant une 
bonne gestion des changements de filtres des systèmes de filtration d’air à l’intérieur des unités 
telles que les réanimations. Il serait intéressant de calculer les cinétiques de recontamination à A. 
fumigatus à l’intérieur des réanimations en fonction des maintenances et dates de changement de 
filtres afin de pouvoir recommander une fréquence de changement de filtre aux services techniques. 
Enfin, s’inscrivant dans une démarche plus globale de santé publique, il serait possible d’évaluer 
l’impact de l’ensemble des moisissures (Botrytis, Sporobolomyces, Alternaria, Fusicladium etc) 
mesurées toutes les 2 heures pendant 296 jours par le capteur Hirst sur la prévalence  des infections 
respiratoires (population asthmatique ou atteinte de bronchopneumopahtie chronique obstructive) 
observées à HEH en 2015.  
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ANNEXE 1.  
EVALUATION DU NIVEAU DE RISQUE ASPERGILLAIRE 
Classification des patients
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EVALUATION DU NIVEAU DE RISQUE ASPERGILLAIRE DES PATIENTS : 
CLASSIFICATION DES PATIENTS 
GROUPE 1 (G1) : Populations à très haut risque 
x Allogreffe de cellules souches hématopoïétiques, notamment en cas d’âge avancé, de maladie 
de rechute, de seconde allogreffe, de greffe phéno-versus géno-identique, d’incompatibilité 
HLS, d’irradiation corporelle totale (ICT) dans le conditionnement, du type de greffon (sang 
placentaire versus autres sources cellulaires, greffon T-déplété), de la présence d’une maladie 
du greffon contre l’hôte, d’une maladie à cytomégalovirus (CMV), de surcharge en fer ; 
x Autogreffe de cellules souches hématopoïétiques d’origine médullaire ; 
x Déficits immunitaires combinés sévères , 
x Neutropénie (avec poly nucléaires neutrophiles (PNN) < 500/mm3) post-chimiothérapie de 
durée supérieure à 14 jours ou neutropénie avec PNN < 100 / mm3 qu’elle qu’en soit la durée ; 
x Aplasie médullaire sévère. 
 
GROUPE 2 (G2) : Populations à haut risque 
x Corticothérapie haute dose dans le cadre du traitement d’une leucémie aiguë 
lymphoblastique ; 
x Neutropénie (avec PNN < 500/mm3) post-chimiothérapie durée inférieure à 14 jours ; 
x Transplantation d’organe solide ; 
x Pulmonaire : selon les caractéristiques du poumon transplanté, de l’immunosuppression, de la 
colonisation du poumon natif et des bronches en post-greffe ; 
x Foie et rein : suites opératoires compliquées (insuffisance rénale aiguë, états septiques 
graves), retransplantation, traitement par anticorps monoclonaux ; 
x Cœur, pancréas, intestin ; 
x Maladies pulmonaires chroniques bénéficiant d’un traitement par corticostéroïdes ou autre 
immunosuppresseur : bronchopneumopathie obstructive, emphysème, dilatation des 
bronches, asthme non contrôle, mucoviscidose ; 
x Granulomatose septique chronique (enfants et adultes) ; 
x Nouveau-nés en réanimation néonatales ; 
x Leucémie aiguë myéloblastique en rechute ou réfractaire. 
 
GROUPE 3 (G3) : Populations à risque moindre  
x Corticothérapie haute dose répétée et/ou prolongée ; 
x Patients positifs pour le VIH au sage sida avec lymphocytes T CD4+ < 50 / mm3 ; 
x Patients sous ventilation mécanique ; 
x Patients dialysés ; 
x Patients sous chimiothérapie anticancéreuse ; 
x Acidocétose diabétique ; 
x Brûlés (> 50 % de la surface corporelle) ; 
x Maladie systémique. 
 
GROUPE 4 (G4) : Autres patients 
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Prévention des risques liés à l’empoussièrement 
Travaux hospitaliers aux HCL, version 2015 
Non diffusée en ligne  
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DEMARCHE GLOBALE D’ETUDE D’IMPACT 
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DEMARCHE GLOBALE D’ETUDE D’IMPACT : METHODE QUALITATIVE ET 
QUANTITATIVE 
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ANNEXE 4.  
GROUPE DE PATIENS A RISQUE INFECTIEUX FONGIQUE 
A l’hôpital Edouard Herriot
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GROUPES DE PATIENTS A RISQUE INFECTIEUX FONGIQUES A L’HÔPITAL 
EDOUARD HERRIOT 
GROUPE 1 (Gr1) : Population à très haut risque 
x Allogreffe de cellules souches hématopoïétiques, notamment en cas d’âge avancé, de 
maladie de rechute, de seconde allogreffe, de greffe phéno-versus géno-identique, 
d’incompatibilité HLS, d’irradiation corporelle totale (ICT) dans le conditionnement, du 
type de greffon (sang placentaire versus autres sources cellulaires, greffon T-déplété), de la 
présence d’une maladie du greffon contre l’hôte, d’une maladie à cytomégalovirus (CMV), 
de surcharge en fer ; 
x Autogreffe de cellules souches hématopoïétiques d’origine médullaire ; 
x Déficits immunitaires combinés sévères ; 
x Neutropénie (avec poly nucléaires neutrophiles (PNN) < 500/mm3) de durée supérieure à 
14 jours ou neutropénie avec PNN < 100 / mm3 qu’elle qu’en soit la durée ; 
x Aplasie médullaire sévère. 
 
GROUPE 2 (Gr 2) : Populations à haut risque 
x Corticothérapie haute dose répétée et/ou prolongée ; 
x Neutropénie (avec PNN < 500/mm3) post-chimiothérapie durée inférieure à 14 jours ; 
x Transplantation d’organe solide : 
o Pulmonaire : selon les caractéristiques du poumon transplanté, de 
l’immunosuppression, de la colonisation du poumon natif et des bronches en post-
greffe ; 
o Foie et rein : suites opératoires compliquées (insuffisance rénale aiguë, états 
septiques graves), retransplantation, traitement par anticorps monoclonaux ; 
o Cœur, pancréas, intestin ; 
x Maladies pulmonaires chroniques bénéficiant d’un traitement par corticostéroïdes ou 
autre immunosuppresseur : bronchopneumopathie obstructive, emphysème, dilatation des 
bronches, asthme non contrôle, mucoviscidose ; 
x Granulomatose septique chronique (enfants et adultes) ; 
x Nouveau-nés en réanimation néonatale ; 
x Leucémie aiguë myéloblastique en rechute ou réfractaire ; 
x Patients positifs pour le VIH au stade sida avec lymphocytes T CD4+ < 50 / mm3 ; 
x Patients sous ventilation mécanique ; 
x Patients dialysés ; 
x Patients sous chimiothérapie anticancéreuse ; 
x Acidocétose diabétique ; 
x Brûlés (>50 % de la surface corporelle) ; 
x Maladie systémique. 
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PLAQUETTE D’INFORMATION 
Pendant les travaux du pavillon H 
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ANNEXE 6.  
AUDIT n : 1 
Respect des mesures au niveau de la zone de travaux 
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AUDIT n°1 : RESPECT DES MESURES AU NIVEAU DE LA ZONE DE TRAVAUX 
 
 
 
Fiche d’audit rapide n°1 : Vérification de la mise en place des mesures de protection 
contre le risque aspergillaire au niveau de la zone de chantier 
 
 
Semaine :  Date :    Heure :  Enquêteur : 
A réaliser 1 fois par semaine 
 
Zone de démolition 
 
1) Humidification de la zone de démolition 
 Oui    Non   Non adapté à la situation 
 
Gestion des gravats 
 
2) Humidification des gravats 
 Oui    Non   Non adapté à la situation 
 
3) Gravats entreposés dans des conteneurs couverts 
 Oui   Non   Non adapté à la situation 
 
4) Évacuation régulière des gravats 
 Oui   Non   Non adapté à la situation 
 
Circuit du personnel de chantier 
 
5) Circuits de circulation des ouvriers respectés 
 Oui   Non   Non adapté à la situation  
 
Entretien des abords du chantier et des voiries empruntées 
 
6) Abords du chantier régulièrement entretenus 
 Oui   Non   Non adapté à la situation 
 
Commentaires 
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AUDIT n°2 : RESPECT DES MESURES AU NIVEAU DES PAVILLONS A RISQUE 
 
 
 
Fiche d’audit rapide n°2 : Vérification de la mise en place des mesures de protection 
contre le risque aspergillaire au niveau des unités de soins 
 
 
Semaine :  Date :    Heure :  Enquêteur : 
A réaliser 1 fois par semaine 
 
Calfeutrage issues de secours et fenêtres 
 
1) Intégrité du calfeutrage des issues de secours 
 Oui    Non   Non adapté à la situation 
 
2) Intégrité du calfeutrage des fenêtres 
 Oui    Non   Non adapté à la situation 
Si non, nombre : ….. 
 
 
Fermeture des fenêtres non calfeutrées 
 
3) Fenêtres correctement fermées en journée (07h à 19h) 
 Oui    Non   Non adapté à la situation 
Si non, nombre : ….. 
 
Environnement 
 
4) Empoussièrement visible dans l’unité 
 Oui   Non   Non adapté à la situation 
 
5) Tapis de décontamination fonctionnel à l’entrée de l’unité 
 Oui   Non   Non adapté à la situation 
 
Commentaires 
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AUDIT n : 3 
Respect des mesures en cas d’hébergement du patient du Groupe 1 
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AUDIT n°3 : RESPECT DES MESURES EN CAS D’HEBERGEMENT DU PATIENT 
DU GROUPE 1 
 
    
 
Fiche d’audit rapide n°3 : Vérification de la mise en place des mesures de protection 
contre le risque aspergillaire pour les patients du groupe 1 
 
 
Date :  Heure :   Initiales du patient :  
Service :  Enquêteur : 
A réaliser pour chaque patient du groupe 1, 48 heures après l’entrée et après chaque transfert 
 
Isolement protecteur 
 
1) Chariot « isolement protecteur » + affichage mis en place 
 Oui    Non   Non adapté à la situation 
 
2) Application correcte des mesures d’isolement protecteur définies 
 Oui    Non   Non adapté à la situation 
 
Environnement du patient 
 
3) Chambre sans visibilité directe sur le chantier 
 Oui    Non   Non adapté à la situation 
 
4) Fenêtres calfeutrées ou correctement fermées en journée 
 Oui    Non   Non adapté à la situation 
 
5) Porte correctement fermée  
 Oui    Non   Non adapté à la situation 
 
6) Appareil de traitement d’air mobile en fonctionnement  
 Oui    Non   Non adapté à la situation 
 
 
 
 
